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ANNALES- 


DE 


LINSTITUT PASTEUR 


RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES 
SUR LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE 


IV. — ETUDE QUANTITATIVE DES PRECIPITATIONS 
OBSERVEES AVEC CERTAINS EXTRAITS DU 8. ANTHRACIS 
ET UN SERUM ANTICHARBONNEUX DE CHEVAL (*) - 


par Pirrre GRABAR et Anne-Marie STAUB. 


(Institut Pasteur.) 


Dans un mémoire présenté ici méme l'année derniére [3], nous 
avons apporté les données expérimentales nous permettant d’af- 
firmer l’existence de composés glucido-protéidiques dans le liquide 
_ d’cedéme charbonneux ainsi que dans la bactéridie. 

Nous voudrions relater aujourd’hui les résultats d’une étude 
quantitative sur la précipitation des euglobulines et des pseudo- 
globulines du sérum anticharbonneux [2] par de semblables com- 
posés obtenus accidentellement dans certains extraits bactéri- 

_ diens au cours de nos recherches. 


Les extraits préparés 4 partir de cultures en bouillon suivant la 
technique décrite dans notre premier mémoire [9] ont été additionnés 
- d@’un antiseptique (merthiolate) et concentrés sous vide en présence de 
P,O, & la température du laboratoire jusqu’A ce que leur volume 
atteigne environ 25 c. c. pour 50 boites de Roux, ce qui dure trois ou 
quatre jours. Il arrive alors que, par suite de circonstances qu’il nous 


(*) Association des Microbiologistes de Langue Frangaise, séance du 
8 juin 1944. 
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a été impossible de reproduire volontairement jusqu’a présent, certains 
extraits s’acidifient (pH voisin de 38) et se séparent en deux fractions, 
l’une soluble, l’autre insoluble. On élimine cette derniére par centri- 
fugation ; c’est avec la fraction soluble qu’ont été effectués ces essais. 


On voit qu’il ne peut s’agir dans ces résultats d’un antigéne 
expérimentalement défini puisque les circonstances ot il se pro- 
duit sont imprévisibles et ne peuvent fournir que des résultats 
variables. C’est ce que montrent d’ailleurs les résultats quantita- 
tifs obtenus en précipitant ces mémes fractions du sérum avec 
différents extraits ainsi préparés : on n’obtient jamais les mémes 
quantités de précipité a la saturation ; les anticorps précipités sont 
donc différents et différents aussi les antigénes responsables de la 
précipitation. Néanmoins, il nous a été possible d’obtenir avec 
des extraits de ce genre des séries de résultats concordants sus- 
ceptibles d’une part de confirmer nos résultats antérieurs, d’autre 
part d’étayer par de nouveaux faits expérimentaux des considéra- 
tions théoriques courantes ; ils permettent enfin d’entrevoir de 
nouvelles voies d’approche d’un vieux probléme. 


ETuDE DE LA PRECIPITATION OBSERVEE AVEC LA FRACTION SOLUBLE 
DES EXTRAITS ET L’IMMUNSERUM DE CHEVAL N° 811. 


Un simple essai préliminaire qualitatif montre que la fraction 
de l’extrait, soluble dans les conditions décrites ci-dessus, préci- 
pite le sérum anticharbonneux de cheval et ses deux fractions 
euglobulines et pseudoglobulines. Cette derniére présente une 
zone de floculation trés nettement délimitée (tableau I). 


TABLEAU IJ. 


ANTIGENE : 
en centimatres cubes (1) EUGLOBULINES PSEUDOGLOBULINES SERUM 844 . 


_ (1) Ces volumes de solution antigénique ont été additionnés de 0,5 c. c. de sérum 811, 
deuglobulines, de pseudoglobulines, ces deux derniéres ayant été ramenées au volume 
du sérum dont elles provenaient. 


L’étude quantitative de ces deux précipitations poursuivies sui- 
vant la technique déja décrite [9, p. 19] (dosage de l’azote des 
précipités obtenus avec un volume fixe de sérum et des volumes 
variables d’antigéne) nous a fourni les deux courbes A (pseudo- 
globulines) et B (euglobulines) de la figure. On retrouve la zone 
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de floculation observée dans les premiers essais qualitatifs avec 
les pseudoglobulines (courbe A) tandis que la courbe B des euglo- 
bulines nous donne la courbe classique at grand palier obtenue 


360 
320 
280 
240 
200 


760 


zole du précipite specifigue obtenus avec 2% de serum. 


a 
is} 


Y ve 
i=) 


Courbe A (o — 0), précipitation de l’extrait (EC 4) [par les pseudoglobulines; 
courbe B (x — x), précipitation du méme extrait par les euglobulines; courbe C 
(--), précipitation du « surnageant » par les euglobulines. 


) 


par ngus jusqu’ici pour la précipitaltion des euglobulines de notre 
sérum aussi bien avec le polyoside b [9, p. 28] qu’avec le hap- 
téne capsulaire [8]. 

Il semble donc que nous ayons deux groupes d’antigénes ou 
hapténes distincts : ceux dont l’union avec les anticorps présents 
parmi les euglobulines est responsable de la courbe B et ceux 
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dont l’union avec les anticorps présents parmi Jes pseudoglobu- 
lines se manifeste par la floculation A. 

Y a-t-il indépendance totale entre ces deux groupes d’antigénes, 
ou bien y en a-t-il quelques-tins ou la totalité qui peuvent s’unir 
aux deux groupes d’anlicorps ? La réponse nous sera fournie par 
étude de la précipitation par les euglobulines des « surna- 
geants », c’est-a-dire des liquides obtenus par mélange de pseudo- 
globulines et d’extrait, aprés limination du précipité. Deux alter- 
natives sont alors possibles 

1° En cas d’indépendance des deux groupes d’antigénes, leurs 
anticorps seront absolument distincts et la courbe oblenue avec 
les surnageants et les euglobulines se superposera 4 celle obtenue 
avec l’extrait non traité et les mémes euglobulines. 

2° En cas d’antigéne commun aux deux groupes, une partie 
sera précipitée par les pseudoglobulines. I] n’y en aura donc plus 
assez pour saturer tous les anticorps des euglobulines. On aurait 
une courbe inférieure a B. - 

L’expérience donne les résultats & premiére vue incohérents 
portés sur la courbe C et le tableau II. 


Tasieau II, 


* COMPOSITION ae ne y v'N 
Die du « surnageant » a8 ES du précipité 
a Zao ors 
a) wn nO 2 Phe 
o wm an® g 6 iss 
° = 2 3 80 Ans ales! o2 ad 
& = 8 SL =e Ra o'6 ao 
Ss ie} op Ag apes 68 <4 ab Hw 
D a a) 2 S =| S} cS} 
z 3 2 Sal Be . s 
2 "a pee 2 cy 
ES ow i a , a 
4a 4 2 4 6 2 247 
allay € 4 0 6 2 499 
Ze. ° 2 2 3 6 2 154 
20%, 2 0 5 2 AT 
3a 3 2 2 6 2 484 
BOK. 2s 3 0 4 2; 211 
4a. 4 2 4 6 2 (2) 
4b. 4 0 3 pa 224 
5a. 5 2 0 6 2 185 
Dion. 5 0 2 2 222 
6a. 1 2 0 7,7 (3) 2 365 
6b. i 7 0 0 6 2 223 


to} Extrait bactérien. 
2) Analyse perdue accidentellement. 


(3) Volume contenant 6 centimétres cubes d’extrait « EC, ». 


L’examen de la courbe C montre que : 1° dans la zone de flocu- 
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lation on observe bien un fragment de courbe a palier, inférieur 
a la courbe obtenue avec les extrails et les euglobulines. On est 
done en présence de deux groupes d’antigénes dont la majeure 
Barve, mais non la totalité, est indépendante ; 

° Dans les pro- et postzones, par contre, on observe une préci- 
mitsGon plus abondante avec les surnageants qu’avec les extraits. 
Cette constatation nous a suggéré deux groupes d’ expérience 


a) Nous disposons de trois précipités spécifiques 
PI: Précipité apparaissant dans le mélange 
Extrait + Euglobulines. 
PIL : Précipité apparaissant dans le mélange 
Extrait + Pseudoglobulines. 
P HI: Précipité apparaissant dans le liquide surnageant le préci- 
pité Il aprés addition d’euglobulines : 
Surnageant + Euglobulines. 

L’expérience nous a montré dans les pro et postzones que P HI >P 1. 
On aura donc forcément P Ill + P Il > PI + PII (2) ; mais ajouter 
les deux précipités P III et P II cela revient A précipiter directement 
Vextrait soit par Je mélange des deux constituants du sérum, soit par 
le sérum lui-méme ; nous avons donc mélangé l’extrait d’une part avec 
chacun des constituants séparés du sérum, d’autre part avec le sérum 
entier (ou le mélange de ses fractions) et nous avons pu constater comme 
le laissait prévoir l’inégalité (2) que la somme des deux précipités obte- 
nus avec les deux fractions séparées était bien inférieure au précipité 
ebtenu avec le sérum total (tableau IID). 

b) On choisit des proportions de pseudoglobulines et d’antigéne cor- 
respondant & la postzone. On élimine le précipité (P II) par centrifu- 
gation et on ajoute au liquide surnageant encore des pseudoglobulines 
mais en quantités telles que les proportions d’antigéne et d’anticorps se 
trouvent ramenées a celles de Ja zone de floculation : on observe une 
précipitation. 

Par contre, Ja méme opération effectuée sur le surnageant de la pré- 
cipitation P [JI ne donne plus aucun précipité. Les euglobulines ayant 
éliminé dans leur précipitation les antigénes susceptibles de s’unir aux 
anticorps contenus dans les pseudoglobulines nouvellement ajoutées. 


Tous ces faits montrent que, dans les pro-. et postzones, il existe 
des anticorps parmi les pseudoglobulines capables de s’unir a 
lantigéne ; mais ces combinaisons solubles ne se manifestent a 
nous que lorsque Jeur union avec Jes euglobulines les a entrainées 
en des combinaisons insolubles qui précipitent. Nous retrouvons le 
fait observé avec le liquide d’oedéme, qui forme avec les pseudo- 
globulines des composés solubles entrainables par les euglobu- 
lines, mais ne précipite jamais en présence des seules pseudo- 
globulines, peut-étre parce que la trop faible concentration de 
Vantigene (ou hapténe) dans le liquide d’cedéme ne permet pas 
a’ observer la zone de floculation. 

Pappenheimer [6] et ses collaborateurs ont déja montré J’exis- 


oy 
> - 
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TasieAv LIT. 


uF y pe N 4 
ANTICORPS : ANTIGENE dans le DIFFERENCE 
précipité 


Euglobulines 2 c.c. 'C.c. 200 938 
Pseudoglobulines 2 c.c. )D C.C. 
Sérum total . SeeKcs 314 


Euglobulines 2c.c. ... 1. i 999 
Pseudoglobulines 2.c.c. ..-.. .'. . ./0,5-¢. 5 
Euglob. (2 c.c ) + pseudoglob. (2 ¢.c.) . Ge 285 


123 


180 
186 


Euglobulines 2 c.c. 

Pseudoglobulines 2 c.c. 

SENUM totals 2 CHxCL joa or. es Veg) he Nee 
Pseudoglob. (2 c.c.) + euglob. (2 c.c.) . 


Euglobulines 2 c.c. 
Pseudoglobulines 2 c.c. 
Serum Total’ Be vewvcc Wess cals. yee beneelt 


Dans toutes ces expériences on a toujours utilisé les euglobulines spécifiques dis— 
soutes dans du sérum normal de cheval et les pseudoglobulines dissoutes dans une solu— J 
tion tampon isotonique de pH 7,2 environ; les deux fractions ont été ramenées exactement 
au volume du sérum dont elles furent extraites. Les expériences avec les fractions © 
séparées ont de plus toujours été effectuées en présence du solvant de l'autre fraction 
afin de se placer toujours dans des conditions identiques de précipitation. 


tence de tels composés solubles antigénes-anticorps dans les 
mélanges toxine et antitoxine en dehors de la zone de floculation 
au moyen de l’ultracentrifugation. L’un de nous avec Oudin [4] 
a pu précipiter récemment des complexes solubles dans les mélan- 
ges ovalbumine-immunsérum de Lapin grace a un artifice de labo- 
ratoire (adjonction de faibles quantités d’alcool). Nos résultats 
s’ajoutent & ceux de ces auteurs. Ils apportent une nouvelle 
preuve expérimentale en faveur de l’existence de ces complexes 
solubles, existence reconnue d’ailleurs actuellement par la plu- 
part des immunologistes, soit dans la postzone seule, lorsqu’on 
travaille avec des immunsérums de Lapin ou lorsqu’il s’agit d’anti- 
géne polyosidique et d’immunsérum de Cheval, soit dans les pro- 
et postzones, lorsqu’il s’agit d’antigéne protéidique (ovalbumine, 
toxine, etc.) et d’immunsérum de Cheval. 


NATURE DES ANTIGENES 0U HAPTENES DE L EXTRAIT. 


Quels antigénes ou hapténes sont capables de s’unir ainsi d’une 
part aux euglobulines, d’autre part aux pseudoglobulines ? Puis- 
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que nous retrouvons les mémes résultats qu’avec le liquide 
d’cedéme, Vexplication que nous en avions fournie a cette épo- 
que reste valable. Nous simplifions ici le schéma auquel nous 
avions abouti [8, p. 132]. 


wari : SUBSTANCE 
POLYOSIDE proteidigns 
POE CI it a ae P - X 
i Anticorps du sérum anti- 
charbonneux 811. . . A C 
Antipolyoside Antiprotéides 
(euglobulines). (pseudoglobulines). 


Nous avions montré alors pour l’cedéme que P comprenait deux 
polyosides, l’un isolé et identifié par Ivanovics [4] que nous 
avions appelé polyoside b, l’autre, encore non identifié chimique- 
ment, que nous avions désigné par le nom de polyoside a. Nous 
avions montré aussi que le corps X faisait partie des protéides 
d’oti le nom de composés glucido-protéidiques donné a cette frac- 
tion antigénique de la bactéridie. 

Nous avions dans le méme mémoire cité quelques faits suggé- 
rant la présence de ces composés dans la fraction des extraits micro- 
biens insoluble a pH 4. 

Le présent travail démontre |’existence de semblables composés 
dans les extraits étudiés. De quels polyosides s’agit-il ? L’expé- 
rience suivante montre qu’il s’agit en partie seulement du polyo- 
side 6. 


On sature l’extrait contenant des antigénes tels que P,X,, P,X,, 
P,X,, ete., avec les euglobulines épuisées par Je polyoside b (P,) ne con- 
tenant plus par conséquent que les anticorps A,, A,, etc., les anticorps 
A,, anti P, (polyoside b) ayant été éliminés lors de |’épuisement. Tous 
les antigénes vont précipiter sauf P,X,. D’autre part, on ajoute au sur- 
nageant de cette précipitation les pseudoglobulines anticharbonneuses 
contenant les anticorps C,, C,, C,, etc. Seuls les anticorps C, trouveront 
leur antigéne homologue P,X, et précipiteront. C’est ce que montre 
le schéma ci-dessous et les résultats du tableau IV. 


I NUOLIECES WES Oe ee eae mee ak ee a 1 - b, X, X; Xz 


(Polyoside b).| ~ | | 
Anticorps des euglobulines épuisées 
par ie polyoside6.......-. A, A, C, C; GC, 


Quant a la nature protéidique de la fraction X elle nous est seu- 


392 _ ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tableau IV. 


oS p’N 
ANTIGENE contenu dans le précipité spécifique 
obtenu avec 1 c.c. de pseudoglobulines 


Extrait (2, 
Extrait (2, 


5 
5 
lines épui 


c. 
Cc. 
56 


C. 
c.) saturé par les euglobu- 
es parle polyoside db... 


lement suggérée par la nature des anticorps (pseudoglobulines), 
Vinconstance des préparations ne nous ayant pas permis de pro- 
céder a des recherches d’ordre chimique. . 

Enfin, les hapténes (ow antigénes) ne pouvant s’unir qu’aux 
euglobulines contiennent le polyoside 6, toujours présent dans 
toutes les préparations et d’autres haptenes sans que nous puis- 
sions distinguer jusqu’a présent s’il s’agit du polyoside a de nos 
recherches antérieures ou d’autres polyosides, ou peut-étre méme 
d’autres substances chimiques. 


CoNCLUSION. 


Les faits que nous venons de relater présentent 4 nos yeux trois 
ordres d’intérét 

1° Ils apportent de nouvelles bases expérimentales pour |inter- 
prétation du phénoméne de floculation spécifique (zone limitée 
d’apparition du précipité). 

2° Ils relient un composé microbien extrait des corps bacillaires 
aux antigénes trouvés par nous dans le liquide d’cedéme charbon- 
neux et appuient ainsi notre hypothése qu’il n’est pas nécessaire 
d’imaginer ]’existence d’une agressine dans le liquide d’edéme, 
la présence d’un antigéne bactérien complet a Vabri des destruc- 
tions par l’organisme suffit 4 expliquer la propriété immunisante 
de ce liquide. 

3° Ils soulignent la difficulté d’éliminer d’un sérum tous les 
anticorps précipitants. Nous n’avons travaillé jusqu’ici qu’avec 
une partie des antigénes charbonneux, or, nous avons déja deux 
groupes d’anticorps trés nettement distincts, dont la disparité 
serait passée inapergue si nous n’avions eu soin de séparer le 
sérum préalablement en ses deux fractions d’euglobulines et 
de pseudoglobulines. Deux alternatives ont été alors possibles 
lorsqu’on a cherché a éliminer les anticorps protecteurs par préci- 
pitation spécifique du sérum : 

a) Ou bien on n’a utilisé qu’un hapténe défini (polyoside [7], 
hapténe capsulaire [8]). Les résultats négatifs ne signifient pas 


"i allt lal a, lag 
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alors, comme le voudrait Bordet, « que la précipitine ne joue 
aucun réle dans l’action thérapeutique du sérum » mais que pré- 
cisément ces anticorps 1a ne jouent pas de role et c’est le cas chez 
le Cobaye et le Lapin. 

b) Ou bien on a travaillé avec des extraits microbiens complexes 
(extraits bacillaires [5], « nucléoprotéines » [7]) et un sérum total ; 
il est impossible dans ces conditions de certifier que l’on a bien 


‘éliminé tous les anticorps, les zones de floculation et d’optimum 


de précipitation pouvant chevaucher l’une sur l’autre. 

Si done jusqu’ici on n’a pu arriver a éliminer les anticorps pro- 
tecteurs qu’avec le liquide d’cedéme [5], c’est sans doute parce 
que l’antigéne intéressant s’y trouve dans un état de pureté rela- 
tive et nous gardons le ferme espoir d’arriver 4 reproduire un 
jour ce résultat avec un produit extrait directement de la bacté- 
ridie. 
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ETUDE SUR LES COMPOSES SOLUBLES 
DE LA REACTION DE PRECIPITATION SPECIFIQUE 
(ANTICORPS DE CHEVAL 
POLYOSIDE DU PNEUMOCOQUE, TYPE VIII) 


par Pierre GRABAR et Jacquzs OUDIN 


avec la collaboration technique de Jeannine COURCON (°). 


L’injeclion intraveineuse & des lapins de précipités spécifiques 


sérum de cheval anti-pneumococcique type VIII-polyoside du 
pneumocoque type VIII, préalablement lavés, ne provoque chez ces 
animaux la naissance d’aucune propriété spécifique de leur sérum 
a l’égard du SSS VIII ni du pneumocoque [3], mais, comme il 
était naturel de s’y attendre, et comme il a été maintes fois cons- 
taté, notamment par Ando, Kee et Tomiyama [4], elle provoque 
la formation d’anticorps qui précipitent certains protéides du 
sérum de cheval. 

Si on ajoute en quantité suffisante du sérum de lapins ainsi 
préparés a du sérum de cheval antipneumococcique type VIII, on 
peut s’attendre 4 voir disparaitre du surnageant de cette précipi- 
tation Je pouvoir précipitant a égard du SSS VIII. En fait, ce 
phénomene est difficile 4 observer a cause de la trop grande dilu- 
tion du sérum antipneumococcique de cheval par le sérum anti- 
cheval, mais il devient net si l’on remplace le sérum antipneumo- 
coccique de cheval par une solution d’anticorps purifiés. 


Nous avons voulu utiliser ces propriétés pour étudier la réaction 


de précipitation spécifique et en particulier la zone d’excés 
d’antigéne du systéme précipitant SSS VIII-anticorps de cheval. 


Des recherches antéricures [4] nous ont montré (avec des. 


réactifs, il est vrai, différents : ovalbumine-anticorps de lapin) 
que des composés solubles apparaissaient pour ainsi dire aussitot 
aprés le point d’équivalence et qu’ils existaient déjaé en quantité 
appréciable au maximum de précipité. I] se peut qu’il en aille 
différemment dans un sysltéme précipitant ou l’anticorps a, comme 
Vanticorps antipolyoside de cheval, un poids moléculaire plus 
élevé que les anticorps de lapin, en sorte que la solubilité des 
complexes formés avec le polyoside précipitant est plus faible. 


(*) Mémoire présenté a la séance du 2 novembre 1944 de 1l’Association 
des Microbiologistes de langue frangaise. 
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D’autre part, des expériences de Smith et Marrack [40] ont 
montré que le précipité formé par l’antitoxine diphtérique (sérum 
de cheval) avec un sérum de lapin antiglobuline de cheval se com- 
bine avec la toxine diphtérique, d’ou l’on peut conclure avec ces 
auteurs que les groupements de la globuline anticorps de cheval 
intéressés dans les deux réactions ne sont pas les mémes. 

Dans la présente étude sur Je systéme précipitant SSS VIII- 
solution d’anticorps homologues de cheval, nous avons entrepris 
d'apporter une réponse aux questions suivantes : 

La teneur d’un surnageant en SSS VIII, déterminée par préci- 
pilation avec un antisérum homologue de lapin, se trouve-t-elle 
modifiée par une précipitation préalable, a l’aide d’un sérum de 
lapin anticheval, des anticorps de cheval auxquels ce SSS VIII 
est peut-étre combiné ? 

Le comportement de ]’anticorps de cheval 4 l’égard de 1]’anti- 
sérum homologue est-il différent selon que cet anticorps se trouve 
& l’état libre ou sous forme de composé soluble avec le SSS VIII ? 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


La préparation de polyoside du pneumocoque type VIII (SSS_ VIII) 
et le sérum de cheval anti-pneumococcique type VII sont les mémes 
que ceux que nous avons déja employés dans un travail anté- 
rieur (1) [3]. 

Les sérums de lapins anti-anticorps SSS VIII de cheval ont été 
préparés par injections intraveineuses répétées ct par injections sous- 
cutanées de suspensions aqueuses de précipités spécifiques  lavés 
sérum de cheval antipneumococcique-SSS VIII, ces précipités étant 
formés avec excés de polyoside [3]. 

Un sérum de lapin antipneumococcique type VIII a été préparé par 
injections intraveineuses de corps microbiens chauffés formolés (2) 
l’animal a recu 4 injections intraveineuses de suspension par semaine 
pendant cing semaines, la dose par injection étant de 0,1 c.c. 
pendant la premiére semaine. puis 0,15 c. c., 0,2 c.c., 0,6 c.c., 1c. c. et 
enfin 1,5 c. c. ; la suspension injectée contenait 0,2 mg. d’azote par 
centimétre cube. 

La solution d’anticorps de cheval a été préparée suivant une tech- 
nique & peu prés semblable 4 celle de Heidelberger et Kendall [7] : 


-au lieu d’une seule addition de hapt¢ne au sérum, destinée 4 obtenir 


un seul précipité, on provoque une précipitation fractionnée par 
addition de trois doses successives de hapténe au sérum, puis au 
surnageant, doses calculées de maniére a laisser une faible quantité 
d’anticorps dans le dernier surnageant. Les précipités sont. lavés par 
une solution de NaCI a 0,85 p. 100 jusqu’é ce que la teneur en azole 


(1) Ces préparations avaient été obligeamment envoyées a l’un de 
nous en 1939 par M. le Professeur Heidelberger de New-York. 

(2) La suspension de pneumocoque type VIII a été obligeamment 
mise 4 notre disposition par M. Cotoni & qui nous adressons nos 
remerciements. 
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des eaux de lavage soit & peu pres constante, soit cing lavages ; ils 
sont ensuite extraits par une solution de NaCl 4 15 p. 100 a Sioesmes 
premiers extraits. sont dialysés contre une solution tampon de phos- 
phate M/15, de pH 7,2 rendue isotonique aux solutions a 0,85 p. 100 
de NaCl, et enfin centrifugés. La solution d’anticorps obtenue, quoique 
_tamponnée et conservée a la glaciére, laisse apparaitre lentement un 
_ sédiment insoluble et son titre en azote tend a diminuer lentement. 
Elle est en outre, comme toute solution de protéine purifiée, trés 
fragile A l’agitation. L’azote précipitable par le polyoside représente 
environ 85 p. 100 de l’azote total. 

Les techniques de précipitation spécifique et de dosage de 1l’azote 
dans le précipité ont été décrites dans des travaux antérieurs [4]. Les 
mélanges précipitants sont faits 4 la température du laboratoire et 
centrifugés & 0°-4° aprés un séjour de trente-six 4 quarante-huit heures 
a la glaciére. Les précipités sont lavés deux fois par l’eau salée a 
0,85 p. 100, l’azote est dosé par micro-Kjeldah]l. Chaque essai est fait 
en double. Une partie des surnageants de chaque essai sert 4 recher- 
cher par réaction avec l’antigéne ou avec l’anticorps Ja présence de 
Yun ou de l’autre de ces deux réactifs. 

Les courbes de précipitation sont construites en portant en ordon- 
nées les poids de précipité et en abscisses Je logarithme du volume 
correspondant de la solution d’antigéne précipitant ; cette modification 
de la méthode habituelle a été guidée par des raisons de clarté et 
d’objectivité exposées dans une étude théorique récente de l’un de 
nous [9]. 


METHODE EXPERIMENTALE. 


On vient de voir que le matériel dont nous disposons est le sui- 
vant : 

Une solution de polyoside de pneumocoque type VIII (S VIII). 

Une solution d’anticorps de cheval anti-SSS VHI (S A). 

Un sérum de lapin anticheval ou plus exactement anti-anticorps 
SSS VIII de cheval (S L C). 

Un sérum de lapin “antipneumococcique type VIII (S L P). 

Au moyen de ce matériel, nous nous sommes proposé d’étudier 
certains caractéres de la zone d’excés d’antigéne du systéme précipi- 
tant SA-S VIII, de la maniére suivante : 

On fait une premiére série de mélanges de SA (0,5 c.c.) et de 
£ VII (volume final du mélange 3 c. c.) dont les précipités sont dosés, 
dont la situation par rapport a la zone d’équivalence est déterminée 
par la réaction des surnageants, et dont chaque surnageant servira 
aux réactions suivantes : 

a) Une partie aliquote est mélangée 2 un volume constant de SLP 
(1c. c. de dilution au dixiéme), le mélange est amené a un volume: 
constant : 2 c.c., le précipité dosé et les surnageants étudiés quant A 
leur réaction avec SLP ou avec S VIII. 

b) Une partie aliquote du surnageant SA-S VIII, égale A deux fois 
et demie la précédente est mélangée 4 un volume constant (0,5 c. ¢.) 
de SLC, le mélange est amené A un volume constant 2 exenrt ile 
précipité est dosé et les surnageants étudiés quant a leur réaction avec 
SLC ou avec SA. 


c) De chaque surnageant de cette derniére réaction b on préléve | | 
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une partie aliquote constante : 0,8 c.c¢., qui est censée contenir le 
méme volume du méme surnageant SA-S VIII que le mélange corres- 
pondant effectué en a; on le mélange A un volume constant de SLP : 
1 c¢.c. de dilution au dixiéme, le méme qu’en a et l’on améne le 
mélange & un volume constant : 2 c.c. (le méme qu’en a) ; le pré- 
cipité est dosé et les surnageants étudiés quant A leur réaction avec 
SLP ou avec S VII. Tous les résultats ainsi obtenus figurent au < 
tableau IIT. 

En outre, il a été préalablement ¢établi 

Une courbe de précipitation SLP-S VIII (chiffres tableau 1). 


TABLEAU I. 


SSS VIII AZOTE REACTION DES SURNAGEANTS 
skrum (SLP) Poids précipité Formation de précipités 


20] ~ inte 
Volume pour 0,4 c.c. bet ea aprés addition de : 


en de sérum de sérum 


: en milliém 
centimétre cube | en pee a 


milligramme milligramme 


ow 


ow 


OrnrFoocoococooococo 


rODRAN=SoS 
colttt+t+++ 
+osoooscso 


0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 


Meliss a Si te 


Une courbe de _ précipitation SLC-SA (chiffres tableau II) dans 
iesquelles les volumes constants de SLP (1 c. c. de dilution au dixiéme) 
et de SLC (0,5 c. c.) sont ceux qui ont servi en a et en c d’une part, 
en b d’autre part. Ces courbes serviront de courbes de référence et 
Yon pourra essayer d’y placer Jes poids de précipité obtenus respecti- 
vement en a et en c pour la premiére, en b pour la seconde; la 
lecture de l’abscisse du poids de précipité ainsi porté sur une courbe 
de référence doit permettre de calculer le poids d’antigéne précipitant 
contenu dans la prise d’essai. Cette méthode de dosage a été déja 
utilisée par Heidelberger et Kendall [6] pour déterminer les quantités 
d’antigéne précipitant contenues dans des surnageants de précipitation 
spécifique. Outre le méme renseignement d’ordre quantitatif que la 
méthode a donné & ces auteurs, nous avons voulu en tirer un rensei- 
egnement d’ordre qualitatif : l’antigéne précipitant que l’on étudie 
par comparaison avec une courbe de référence est-il le méme, et sous 
la méme forme, que celui qui a servi 4 construire la courbe de réfé- 
rence >? Il a été exposé par l’un de nous dans une étude théorique 
récente [9] que si deux courbes de précipitation spécifique telles que 
nous les construisons ici, c’est-a-dire avec des coordonnées semi-loga- 
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Tasceau II. 
NL 


s AZOTE REACTION DES SURNAGEANTS 
séruM (SLC) ees précipite Formation de précipité 
Volume Poids aprés addition de - 
Volume pour 0,5 c.c. 
on GH de sérum 
centimétre en milliémes 
cenlimétre cube ‘dd 


cube milligramme 


SLC 


nD 
- 


30 
4A 
54 
83 
404 
443 


aC 
(74 


o 


ow 
— 
i) 
i—) 


=I ot ~3 or 
oo 

ae 
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a 


coeoeeoococs 
a2 

tree hoe HE OSCO 

cocooof4++4+ 


ooocoocecoceoe 
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rithmiques, et avec la méme quantité constante du méme anticorps, 
ne sont pas superposables, on peut en conclure que les deux antigénes 
précipitants ne sont pas identiques. Ceci demeure vrai si 4 la place de 
l’une des deux courbes on ne posséde que deux points, mais dams ce 


cas, évidemment plus encore que lorsqu’on posséde une courbe com-_ 


pléte, seul est valable et sir un résultat négatif ; c’est-a-dire que si 
la courbe, ou a fortiori le segment de courbe réduit 4 deux points, se 
superpose d’une maniére satisfaisante 4 la courbe de référence, on ne 
peut conclure de 1a a l’identité des deux antigénes précipitants. Au 
contraire, si la courbe ou le segment de courbe méme réduit A deux 
points, que l’on étudie, n’est en aucune maniére superposable a la 
courbe de référence, cela signifie que les deux antigénes précipitants 
ne sont pas identiques. 

Nous avons donc, dans la plupart des cas, pris d’un méme surna- 
geant SA-S VIII, deux portions aliquotes différentes, dans le rapport 
de 2,5 ou de 10 selon les cas, que nous avons fait réagir avec SLP 
en a, et deux portions aliquotes différentes dans le méme rapport que 
nous avons fait réagir avec SLC en c¢ et nous avons essayé de placer 
simultanément sur la courbe de référence correspondante les deux 
poids de précipité obtenus. 


RESULTATS. 


Série a. — Les couples de précipités de la série a qui figurent | 


sur le tableau IIT et qui ont été obtenus par le mélange d’une méme 
dose de SLP avec deux doses différentes du méme surnageant 
SA-S VIII se placent d’une maniére satisfaisante sur la courbe 
de référence SLP-S VIII; ils n’accusent done pas de différence 
de comportement avec S VIII a l’égard du méme SLP. On peut, 
par report de ces poids de précipité sur la courbe, calculer d’aprés 


‘ 
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les abscisses la quantilé de S VIII contenue dans ces surnageants 5 


on voit que cette quantité ne. commence A étre décelable par 
titrage que pour une dose de S VIII double de celle introduite a 
Véquivalence dans le mélange SA-S VIII. 

Série c. — La comparaison des chiffres de la série a 4 ceux de 
la série c révéle une concordance remarquable entre les poids 
d’azote précipité correspondants (tableau III) et ceci pour presque 
tous les points étudiés ; c’est seulement pour le dernier point (N), 
pour les trés gros excés de S VIII qu’on observe une légére diffé- 


rence, ne dépassant guére la: marge normale des erreurs expéri- 


mentales. 

Cette concordance des séries a et ¢ nous fournira un argument 
important dans la discussion concernant |’état sous lequel se 
trouvent l’anticorps et le hapténe dans les surnageants, que nous 
entreprendrons aprés avoir examiné les résultats de la série b. | 

Série b. — En possession des poids de précipité, obtenus géné- 
ralement par couples en mélangeant une dose ou deux doses diffé- 
rentes du méme surnageant SA-S VIII avee une méme dose de SLC, 
nous avons cherché d’une part si les précipités obtenus a partir 
d’un méme surnageant SA-S VIII se placaient sur la courbe de 
référence SLC-SA ; d’autre part, lorsque la superposition était 
satisfaisante, nous avons tenté de calculer d’aprés les abscisses 
de la courbe de référence la quantité d’anticorps de cheval restée 
dans les surnageants et Je rapport de cette quantilé A la quantité 
constante primitivement introduite dans le mélange. Ce rapport 
peut étre calculé d’une autre maniére : Ja quantilé d’azote d’anti- 
corps présent dans le surnageant est, plus simplement, la diffé- 
rence entre le poids d’azote d’anticorps introduit dans le mélange 
et le poids d’azote précipité (puisque le hapténe n’est pratiquement 
pas azoté). Des incidents techniques nous empéchent d’attribuer a 
ces résultats et a leur confrontation autant de valeur qu’on pourrait 
théoriquement leur attribuer : notre solution d’anticorps s'est 
montrée, malgré les précautions prises (conservation a froid en 
milieu tamponné a pH 7,2) assez instable, en sorte que son poids 
d’azote dosé par micro-Kjeldahl aprés centrifugation était, pendant 
les quelques semaines qu’a duré ]’expérience, variable et décrois- 
sant; les chiffres trouvés successivement pour 0,5 c.c. de SA 
étant par exemple 123, 118, 108 y d’azote. Pour des raisons du 
méme ordre, les poids de précipité SA-S VIII, quoique concordants 
d’un double A l’autre, présentaient parfois, pour une méme 
proportion des deux réactifs, des différences importantes lorsque 
la précipitation était refaite 4 un certain intervalle, et les chiffres 
que nous donnons ne sont que des moyennes. Ces réserves faites 
signalons : d’une part que le rapport 


anticorps restant dans le surnageant 
anticorps totaux du mélange 


Azote précipité Poids en y 


SSS VIII par tube. Poids en y 
SA-S VUI. } 


Réaction des surnageants (4). Se vit 


Azote précipité. Poids en y 
Réaction des surnageants. 2 2 Vill... 


‘ Volume des prises d’essai (2) [en c.c.]. . 
Série a. | 


Azote précipité (3). Poids en y 
Série c. sire ie A Piety 
Réaction des surnageants. BS SUNT 


SSS VII1 dans les surnageants SA-S VIII (4). Poids en y. 


Volume des prises d’essai (5) [en c.c.]. . 0,05 


Sonia b. } Azote précipité. Poids en 


,0 
5 
Réaction des surnageants. e 


Le signe + signifie qu'il y a formation nette du précipité, le signe 0, pas de préctpité avec | 
Volumes de surnageant du mélange SAS-VIII (méme colonne) ajoutés a 1 c.c. de SLP dilué a 
Dans le mélange de 0,8 c.c. du surnageant de la série b (méme colonne) avec ic.c. de SLP 

Poids calculés d'aprés les abscisses des poids de précipité de la série a (ou de la série c) reporté 
Volumes de surnageant du mélange SA-S VIII (méme colonne) ajoutés 4 0,5 c.c. de SLC (on amén 


ealeulé indirectement d’aprés les résultats de la série b s’est 
montré assez peu variable dans lVétendue étudiée de la courbe 
SA-S VIII (environ de 60 a 75 p. 100); d’autre part, qu’il s’est 
montré toujours plus élevé que le méme rapport établi directement, 
d’aprés les poids de précipité SA-S VIII, ce dernier descendant 
presque jusqu’a 20 p. 100 au maximum de précipité. Bien que 
cette divergence soit nette, nous ne pouvons, pour les raisons 
indiquées plus haut, en tirer qu’avec beaucoup de réserves la 
déduction qui nous paraitrait la plus plausible : malgré le carac- 
tere strict de l’équivalence dans la précipitation SLC-SA (aucun 
_ des surnageants ne précipite a la fois avec SLC et avec SA, 
tableau II), qui prouve que la solution SA étudiée en tant qu’anti- 
géne, est homogéne en ce qui concerne sa spécificité, la solution 
SA semblerait, a d’autres égards, que la spécificité (valence, poids 
moléculaire), constituer un antigéne précipitant hétérogéne, la 
fraction non précipitable par S VIII jouant dans la précipitation 
avec SLC un réle plus important, et précipitant plus d’anticorps, 
4 poids égal, que la fraction précipitable par S VIII. — 
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dixiéme. 
r la courbe SLP-S VIII. 
suile au volume de 2 c.c.). 


sERuM (SLC) 
Volume 
en centimétre cube 


0, 
0, 
0, 
0, 
0, 
0, 
0, 


5 
5 
3 
5 
5 
By) 


TABLEAU IV. 


ANTIGENE PRECIPITANT (1) 
Volume 
en centimétre cube 


Ct.c Ce 


Fococoeo 
iS) Sen ee NO) 
ow 
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AZOTE PRECIPITE 
Poids 
(milliémes de milligramme) 


44 
58 
99: 
95 
57 
50 
14 


(1) Surnageant du mélange de 0,5 c.c. de SA et de 0,5 c.c. de S VII (solution a 2 mg. 
de polyoside par centimétre cube). 


Lorsqu’on essaye de placer sur la courbe SLC-SA_ plusieurs 
poids de précipité obtenus en mélangeant plusieurs doses d’un 
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méme surnageant SA-S VIII avec SLC, nous sommes fondés, 
ainsi que nous ]’avons expliqué, si ces poids ne se placent pas 
en méme temps sur la courbe de référence SLC-SA, 4 conclure 
que l’antigéne de cheval contenu days le surnageant étudié n’est 
pas qualitativement identique a celui qui a servi 4 établir la courbe 
de référence, c’est-a-dire A celui de la solution SA. Dans la plupart 
des cas, les différents chiffres de précipité obtenus avec plusieurs 
doses d’un méme surnageant SA-S VIII se placent assez bien sur 
la courbe de référence. Dans le seul cas du surnageant N, 
c’est-A-dire dans celui du mélange SA-S VIII qui contient le plus 
eros excés de S VIII (50 fois la dose d’équivalence), il est impos- 
sible de superposer & la courbe de référence les deux poids de 
précipité trouvés. Nous n’avons pas voulu nous en tenir a cette 
observation et nous avons entrepris de déterminer 7 points répartis 
dans une grande étendue de la courbe SLC-surnageant N 
[fig. 1] (8). 

Les poids de précipité obtenus, dont plusieurs ont été refaits 
avec des résultats concordants, dessinent une courbe dont l’aspect 
est bizarre et inattendu, avéc un.maximum et un minimum, et qui 
n’est évidemment superposable en aucune maniére A la courbe de 
référence SLC-SA (fig. 1). 

Ceci démontre que le comportement a l’égard du méme SLC | 
de la solution SA d’une part, et de ce qui subsiste de cette solution 
dans le surnageant N d’autre part, est extrémement différent. 
A quoi est due .cette différence de comportement? On peut 
supposer qu’elle est due a l’hétérogénéité dont semble faire preuve 
la solution SA en ce qui concerne certaines de ses qualités d’anti- 
géne précipitant. Cependant lhomogénéité de la solution SA en 
ce qui concerne sa spécificité antigénique (voir plus haut) et 
d’autres considérations tirées des poids de précipité, en particulier 
des maximums des deux courbes de la fig. 1, nous donnent a 
penser que cette explication est au moins insuffisante. Nous pen- 
sons plutot que cette différence de comportement a pour principale 
cause la combinaison avec S VIII des anticorps de cheval présents 
dans le surnageant N. 


Discussion. 


Nous pouvons maintenant essayer, a l’aide de ces résultats, 
d’apporter une réponse a la question suivante : Sous quelle forme 
se trouve l’anticorps dans les surnageants des mélanges SA-S VIII 


(3) Les mélanges SA-S VIII aux proportions du point N, refaits a 
cette’ intention, avaient un volume total de 1 c.c. seulement. Les sur- 
nageants de cette courbe SLC-surnagant N étaient presque tous 
opalescents comme le surnageant N lui-méme qui a servi d’antigéne 


precipitant, et ceci ne nous a pas permis de déterminer la zone 
d équivalence. 
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aprés le maximum de précipité, c’est-a-dire dans les mélanges ot 
Von a introduit plus de S VIII que dans le mélange qui donne le 
précipité le plus important ? 

On peut supposer que l’anticorps se trouve dans ces surna- 
geants : 


A. en totalité sous la forme libre, non combiné au hapténe, qui 


——O—-. SLC - SA 


---@-- sic-SURNEN 


Y d'AzoTe PRécIPITE 


0,01 005. Of 05 41 
c-c. de SA 
eth Se ae POA a a ae LB 
0,05 fe) 0, 4 


A 5 
¢.c. de SURNAGEANT N 


Fic. 1 — On a réuni par des traits pleins les points expérimentaux de la pré- 
cipitation SLC-SA (tableau II); par-des traits pointilles les points expérimentaux 
dont les chiffres figurent au tableau IV (SLC-surnageant du mélange de 0,5 c.c. 
de SA avec 0,5 c.c. de solution § VIII 4 2 mg. par centimetre cube). La corres- 
pondance des abscisses (logarithmiques) des deux séries de points a été établie 
daprés le calcul du poids d’azote d’anticorps restant dans ce surnageant; 
3 c.c. de ce surnageant correspondent & environ 1 c.c. de SA. 


serait donc, lui aussi, en totalité sous la forme libre. Ceci serait 
compatible avec la concordance des poids de précipité des deux 
séries a et c; mais il parait peu vraisemblable que les deux réac- 
tifs restent en présence |’un de l’autre sans entrer en combinaison ? 
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en outre, dans les surnageants en excés d’antigéne d’un autre 
systeme précipitant (ovalbumine-antisérum de lapin), nous avons 
montré la présence de composés solubles dans l’eau salée a 
0,85 p. 100 et insolubles dans le mélange eau salée-alcool [3] ; 

B. sous forme de composés instables, et tels que le hapténe 
combiné aux anticorps de cheval serait, dans sa combinaison 
avec eux, déplacé par l’anticorps de lapin pour donner un com- 
posé insoluble globuline de cheval-anticorps de lapin. Ceci 
s’accorderait avec ]’identité des poids de précipité des deux séries 
a et c, mais non avec le comportement particulier du surnageant N 
a l’égard du SLC ; : 

C. en partie ou en totalité sous forme de composés stables. Dans 
ce cas, pour expliquer la concordance des séries a et c, i] faudrait 
admettre pour ces composés stables une structure telle : 

a) ou bien que leur combinaison avec le SLP soit impossible ; 
seul le hapténe libre réagirait avec SLP, donnant des chiffres 
identiques dans les séries a et c; hypothése invraisemblable, car 
tout porte a croire que la surface de tels composés formés en excés 
de hapténe est garnie de molécules de hapténe prétes a entrer en — 
combinaison avec un anticorps homologue [2, 5, 8], 

6) ou bien que leur combinaison avec le SLC soit empéchée ; 
en ce cas, seules réagiraient avec SLC les globulines de cheval 
non combinées avec le hapténe. 

De toutes ces hypothéses, deux seulement nous paraissent devoir 
étre retenues : celles des composés instables, et la derniére. 

Le comportement particulier du surnageant N en présence de 
SLC nous apporte des arguments en faveur de la derniére hypo- 
thése émise, en montrant que ce comportement est trés différent | 
de celui de la solution d’anticorps initiale. 

Cependant, méme si cette différence est principalement due, 
comme nous le pensons, 4 la combinaison des anticorps de cheval 
avec le hapténe, l’explication est insuffisante, car pour que 
"explication de la concordance série a-série c soit suffisante, de 
ltels composés solubles stables devraient ne pas précipiter du tout | 
avec SLC. 

Le probléme comporte encore trop d’inconnues pour que |’on 
puisse faire un choix définitif entre les hypothéses discutées, 
d’autant plus que plusieurs d’entre elles peuvent se trouver 
associées 4 l’origine des phénoménes observés. 

Cependant, parmi les hypothéses examinées, celle dont le réle 
nous parait le plus probable est celle qui invoque l’empéchement 
stérique plus ou moins complet, par les molécules de polyoside 
combinées a l’anticorps de cheval, de la combinaison avec le SLC 
et de la précipitation par lui des composés solubles ainsi formés. 
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CoNCLUSIONS. 


1° Dans la zone comprise entre |’équivalence et les trés gros 
excés de hapténe (50 fois la dose de hapténe employée Aa 1’équi- 
valence) la précipitation préalable des surnageants SA-S. VIII 
par le sérum anticheval ne modifie en rien leur teneur en S VIII 
précipitable par le sérum de lapin antipneumococcique type VIII. 

2° Dans la zone de trés gros excés de hapténe, les anticorps 
présents dans les surnageants SA-S VIII ont, a l’égard du sérum 
de lapin anticheval, un comportement trés différent de celui des 
anticorps de la solution initiale, se traduisant par une courbe de 
précipitation différente. 

3° Parmi les hypothéses discutées, celle qui nous  parait 
s’accorder le mieux avec ces observations est la suivante : les 
composés solubles qui se forment dans la zone d’excés d’antigéne 
ont une structure telle que le polyoside combiné a l’anticorps de 
cheval masque les groupements spécifiques de ce protéide jouant 
le rdle d’antigéne, de maniére a rendre son comportement en 
présence des anticorps de lapin anticheval différent de celui qu’il 
a lorsqu’il est a l'état pur. 
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ESSAIS DE RECHERCHES SUR LES CONDITIONS 
DANS LESQUELLES LE PALMITATE, 
LE STEARATE ET LE LAURATE D’ETHYLE 
ET LEURS ALCOOLS 
PEUVENT EXERCER UNE ACTION RETARDANTE 
SUR LE PROCESSUS TUBERCULEUX 


par L. NEGRE, A. BERTHELOT, J. BRETEY et N. FETHKE. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


Dans un mémoire précédent, nous avons montré que les esters 
éthyliques des acides gras a poids moléculaire relativement élevé, 
palmitate, laurate, stéarate, myristate, caprate et arachidate d’é- 
thyle administrés a des cobayes tuberculeux en injections sous- 
cutanées bihebdomadaires a la dose de 0,2 c.c. a 0,5 ¢. ¢. ,/ se 
montrent capables de retarder l’apparition des lésions de ces ani- 
maux. Parmi les esters éthyliques des acides gras actifs, c’est le 
palmitate d’éthyle qui nous a paru avoir les effets les plus mar- 
qués, et aprés lui le stéarate d’éthyle. 

De leur coté, Buu-Hoi et A.-R. Ratsimamanga, cherchant a 
mettre en évidence les principes actifs de l’huile de chaulmoogra 
ont vu que Je dihydrochaulmoograte d’éthyle seul ou associé a du 
cinnamate de dihydrochaulmoogryle ralentit J’évolution de Ja 
tuberculose du cobaye. 


IRREGULARITE DE L’ACTION RETARDANTE DES ESTERS ETHYLIQUES 
D’ACIDES GRAS SATURES SUR LE PROCESSUS TUBERCULEUX. 


En poursuivant nos recherches sur les esters éthyliques d’acides 
gras saturés avec un nombre plus. grand de produits d’origines 
différentes, nous avons constaté que, quels que soient leur degré 
de purification et leur provenance, leur action sur le processus 
tuberculeux est tres variable. Cette influence retardante, parfois 
trés prononcée comme nous |’avons signalé en premier lieu, peut 
aussi étre faible ou complétement absente. 


Pour le palmitate d’éthyle 4 .]’état pur, deux échantillons sur 


quatre ont exercé une action retardante sur ]’évolution des lésions — 
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* tuberculeuses du cobaye. Sur trois échantillons de ce produit rec- 
tifié, un seul a eu une influence retardante. 

Avec du stéanate d’éthyle non rectifié, deux échantillons ont 
exercé une action frénatrice ; avec du stéarate purifié et du stéa- 
rate pur, un échantillon sur deux dans chaque cas. 

Trois échantillons de laurate d’éthyle ont été essayés. De deux 
laurates purifiés, un seul a exercé une influence retardante. Le 
laurate pur n’a eu qu'une légére action. 

Deux échantillons d’arachidate d’éthyle, l'un purifié, l'autre 
pur, ont tous deux agi avec une action plus prononcée pour le 
purifié. 

Sur ces dix-huit échantillons essayés, onze, soit 61 p. 100, ont 
présenté une action retardante plus ou moins prononcée. Sept ont 
été inactifs. La proportion des échantillons actifs a été a peu prés 
la méme dans le groupe des produits dits purs et des produits sim- 

plement rectifiés ou purifiés. 

D’aprés ces résultats, il est impossible de prévoir d’aprés le 
degré de purification, quelle sera l’action d’un ester éthylique sur 
le processus tuberculeux. 


INFLUENCE DU CHAUFFAGE ET DU VIEILLISSEMENT 


D’autre part, nous avons constaté que l’action retardante d’un 
échantillon de palmitate d’éthyle chauffé trois fois pendant une 
heure 4 100 degrés n’a pas été altérée par ce chauffage. 

Le vieillissement d’un produit parait modifier son action dans 
des sens opposés. Un échantillon de palmitate d’éthyle gardé a la 
température du laboratoire qui, quatre ans auparavant, n’avait eu 
qu'une légére action retardante sur Je processus tuberculeux, a été 
beaucoup plus actif au bout de ce délai. Par contre, deux échan- 
tillons de stéarate d’éthyle qui avaient exercé une action retar- 
dante sur |’évolution des lésions du cobaye ont complétement 
perdu cette action aprés un séjour de un an et de quatre ans au 
laboratoire. / 


ACTION DES FRACTIONS DE DISTILLATION DES ESTERS ETHYLIQUES 


Pour expliquer ces différences d’action, nous avons essayé de 
nous rendre compte comment se comportent les diverses fractions 
de distillation de ces produits au point de vue de leur influence sur 
le processus tuberculeux du cobaye. Nos essais ont porté sur deux 
échantillons de stéarate d’éthyle et un échantillon de palmitate 
d’éthyle préparés par ]’un de nous a |’état pur. 

Le premier échantillon de stéarate d’éthyle pur soumis a une 
distillation fractionnée a basse pression a donné cinq fractions 
numérotées de I a V, la fraction I étant la fraction de téte et la 
fraction V la fraction de queue. Nous avons utilisé ces cinq frac- 


4.08 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


lions pour faire des essais de traitement de cobayes inoculés avec 
un bacille tuberculeux virulent. 


Expirirnce. — Soixante cobayes sont infectés par inoculation sous- 
cutanée de 0,001 mg. d’une souche de bacilles tuberculeux bovins isolée 
d’un cheval. Ils sont répartis en six groupes de dix cobayes. Le 
groupe VI a été conservé comme témoin. Les cinq autres groupes 
(I a V) sont respectivement traités par les fractions correspondantes de 
distillation du stéarate pur. Les cobayes de chaque groupe re¢coivent 
deux fois par semaine une injection sous-cutanée de 0,5 c.c. de ces 
produits. Ils sont sacrifiés deux mois aprés l’inoculation virulente. 

Dans certains groupes, quelques animaux meurent d’infections inter- 
currentes. Aucune différence appréciable n’a été observée entre les 
lésions ganglionaires des cobayes trailés et des cobayes témoins. 

Groupe des cobayes témoins. — Six survivants. Tous présentent une 
grosse rate avec des tubercules dont le nombre varie entre trois et 
quinze. , 

Groupe des cobayes traités par la fraction I. — Dix survivants. 
Huit d’entre eux ont une rate de volume normal ct sans lésions, deux 
ont deux ou trois petits tubercules sur la rate qui n’est pas hyper- 
trophiée. : 

Groupe des cobayes traités par la fraction II. — Dix survivants. Cing 
cobayes ne présentent aucune lésion des organes. Les rates sont cepen- 
dant légérement hypertrophiées. Les cing autres cobayes ont des lésions 
de la rate, nombreuses chez trois cobayes, rares chez les deux derniers. 
Ces rates sont en outre trés hypertrophices. 

Groupe des cobayes traités par la fraction III. — Quatre survivants. 

Les rates sont trés hypertrophiées. Deux cobayes ont de nombreux 
tubercules sur la rate ; le troisiéme n’a qu’un tubercule sur cet organe, 
le quatriéme ne présente aucune lésion. 
_ Groupe des cobayes traités par la fraction IV. — Cing survivants. Les 
rates sont hypertrophiées et’ présentent de nombreux tubercules chez 
un cobaye, dix tubercules chez le second, et un ou deux tubercules 
chez les trois derniers. 

Groupe des cobayes traités par la fraction V. — Cinq survivants 


dont les rates sont hypertrophiées. Un cobaye a de trés nombreuses. 


lésions de la rate, un cobaye présente trois tubercules, deux cobayes 
deux tubercules et un cobaye un tubercule. 


En résumé, si on compare la proportion des animaux qui ont 
présenté des lésions de la rate dans les différents lots, on constate 
qu'elle a été de 100 p. 100 chez les cobayes témoins, de 20 p. 100 
chez les cobayes traités par la fraction I, de 50 p. 100 par la 
fraction If, de 75 p. 100 par la fraction III, et de 100 p. 100 par 
les fractions IV et V. 

Il semble donc que ce sont les fractions de téte I, II et HI qui 
ont eu une certaine influence retardante sur |’évolution des lésions 


et qu’a ce point de vue la fraction de téte a eu influence la plus 
marquée. 
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Un second essai de traitement de cobayes tuberculeux a été 
effectué avec trois fractions de distillation d’un autre échantillon 
de stéarate d’éthyle pur. Ces trois fractions se sont montrées sans 
action sur ]’évolution des lésions, ce qui permet de penser que le 
produit originel était dénué lui-méme de toute influence retar- 
dante. 

Une troisiéme expérience a été réalisée avec du palmitate 
d’éthyle pur préparé par l'un de nous. Ce palmitate a été soumis 
a des distillations fractionnées a basse pression. Trois fractions 
ont été recueillies : I, Il et III, I étant constitué par Ja fraction 
de téte, et ont été appliquées de la facon suivante : 


EXPERIENCE. — Quarante cobayes sont infecltés par inoculation sous- 
cutanée de 1/500 de milligramme de la souche de bacilles tuberculeux 
dorigine humaine n° 239. 

Dix sont conservés comme témoins, les trente autres sont divisés en 
trois groupes respectivement traités, deux fois par semaine, par injec- 
tion sous-cutanée de 0,5 c. c. des fractions I, II et III. Tous ces animaux 
ont été sacrifiés, cinq semaines aprés l’inoculation virulente. 

Les cobayes témoins ont des lésions caséeuses des ganglions ingui- 
naux et sous-lombaires, de tres nombreux tubercules sur les rates hyper- 
trophiées et quelques fins tubercules sur le foie. 

Dans les groupes des cobayes traités par les fractions I et II, les gan- 
glions inguinaux et sous-lombaires sont moins volumineux que chez 
les témoins ; sur la rate, les tubercules sont moins nombreux. Cet 
organe est méme indemne de lésions chez quelques cobayes. 

Les cobayes traités par la fraction: III sont tous morts d’infections 
intercurrentes au bout d’une période plus ou moins longue aprés leur 
inoculation. Ceux qui ont succombé quelques jours avant la fin de 
l’expérience présentaient plusieurs tubercules sur la rate. 


Comme dans la premiére expérience effectuée avec les produits 
de distillation du stéarate pur, il semble que les fractions de téte 
ont exercé une certaine action retardante sur |’évolution de la 
tuberculose du cobaye. 

Il ressort des deux expériences dans lesquelles le produit utilisé 
était actif, qu’aprés distillation fractionnée d’un échantillon de 
stéarate d’éthyle et d’un échantillon de palmitate d’éthyle purs, ce 
sont les fractions les plus. volatiles qui paraissent avoir eu 1|’in- 
fluence la plus marquée sur le ralentissement du processus tuber- 
culeux. 

Comment expliquer l’irrégularité de Vinfluence retardante des 
esters éthyliques d’acides gras saturés sur |’évolution des lésions ? 

Y aurait-il, synergie de ces corps avec un produit surajouté de 
nature inconnue qui ne serait pas toujours présent ? 

Nous avons d’abord pu nous rendre compte qu’en traitant des 
cobayes qui viennent d’étre tuberculisés par des injections sous- 
cutanées bihebdomadaires de 0,5 c.c. d’un mélange de palmitate, 
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de stéarate et de laurate d’éthyle, on n’obtient pas de meilleurs 
résultats qu’en injectant un de ces produits seul. 


ACTION DES ALCOOLS CETYLTQUE, N-OCTADECYLIQUE ET LAURIQUE 
SUR LE PROCESSUS TUBERCULEUX. 


Nous avons ensuite essayé de voir si les alcools correspondant 
aux palmitate, stéarate et laurate d’éthyle, c’est-a-dire les alcools 
cétylique, n-octadécylique et laurique peuvent avoir, comme leurs 
esters, une action retardante sur le processus tuberculeux. 

Pour les rendre injectables, les alcools cétylique et n-octadécy- 
lique ont été dissous dans du palmitate d’éthyle pur dans Ja pro- 
portion de trente-cing g. d’alcool, pour soixante-dix centicubes de 
palmitate. 


Alcool laurique injecté seul, Alcools cétylique 
et n-octadécylique associés a un palmitate d’éthyle actif. 


ExpéRIENcE. — Cinquante cobayes sont infectés par inoculation sous- 
cutanée de 1/5.000 de milligrammes de la souche de bacilles tuberculeux 
d’origine humaine n° 239. Ces cobayes sont répartis en cing groupes de 
dix cobayes qui ont été respectivement traités par des injections d’alcool 
laurique, d’alcool n-octadécylique, d’alcool cétylique et de palmitate 
d’éthyle pur. Ce dernier lot a été constitué pour se rendre compte de 
Vaction propre du palmitate d’éthyle pur employé comme solvant de 
l’alcool n-octadécylique et de 1’alcool cétylique. Dix cobayes du 5° groupe 
ont été conservés comme témoins. Les injections sous-cutanées de ces 
produits effectuées deux fois par semaine sont commencées a la dose 
de 1/4 de centicube pour l’alcool laurique, de 3/4 de centicube pour 
l’alcool _n-octadécylique et l’alcool cétylique dissous dans le palmitate 
d’éthyle et de 0,5 c. c. pour le palmitate d’éthyle. 

Dés la seconde injection ces doses ont di étre réduites de moitié 
parce qu’elles étaient mal supportées par les animaux. A partir de ce 
moment les injections de ces produits ont été bien tolérées par les 
cobayes traités. 

Tous ces animaux ont été sacrifiés six semaines aprés la date de leur 
inoculation. Dans chaque groupe quelques animaux sont morts d’infec- 
tions intercurrentes. 

Groupe des cobayes témoins. — Huit survivants. Les ganglions sous- 
lombaires varient, comme volume, entre ceux d’un pois et d’un_hari- 
cot. Certains d’entre eux sont caséeux. Trois cobayes ont de nombreux 
tubercules sur la rate. Les cing autres ont de six A douze tubercules 
sur cet organe. 

Cobayes traités par l’alcool laurique pur. — Sept survivants. Leurs 
lésions ganglionaires sont semblables & celles des témoins. Quatre 
cobayes ont de nombreux tubercules sur la rate. Les trois autres ont 
de dix 4 douze tubercules sur cet organe. 

Groupe des cobayes traités par l’alcool n-octadécylique dissous dans 
le palmitate d’éthyle pur. — Sept survivants. Deux cobayes ont leurs 
ganglions sous-lombaires 4 peine hypertrophiés. Chez les ‘cinq autres, 
les lésions ganglionnaires sont semblables a celles des témoins. En ce 
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qui concerne les lésions de la rate, deux cobayes ont de nombreux 
tubercules ; un cobaye : dix tubercules ; deux cobayes : deux petits 
tubercules ; deux cobayes ont une rate apparemment normale. 

Groupe des cobayes traités par l’alcool cétylique dissous dans le pal- 
mitate d’éthyle pur. — Huit survivants. Comme lésions ganglionnaires, 
deux cobayes ont de petits ganglions sous-lombaires. Pour les autres, il 
n’y a pas de différence avec les cobayes témoins. Quatre cobayes ont de 
deux 4 six tubercules sur la rate, les quatre autres n’ont aucune lésion 
sur cet organe. 

Groupe des cobayes traités par le palmitate d’éthyle pur. — Sept sur- 
vivants. Deux cobayes ont des ganglions sous-lombaires 4 peine hyper- 
trophiés. Chez les autres, ces ganglions sont de méme volume que chez 
les témoins. Trois cobayes ont de nombreux tubercules sur la rate, un 
cobaye présente trois tubercules sur cet organe, les trois autres cobayes 
n’ont pas de lésions spléniques, mais la rate de l’un d’eux est trés 
hypertrophiée. 


En résumé, la proportion des cobayes porteurs de Jésions 
de la rate a été de 100 p. 100 chez les cobayes témoins et chez 
ceux traités par l’alcool laurique, de 71 p. 100 chez ceux traités 
par le palmitate d’éthyle ou par l’alcool n-octadécylique dissous 
dans ce produit et de 50 p. 100 chez ceux traités par |’alcoo] céty- 
lique dissous dans le palmitate d’éthyle. 

Ces expériences montrent que l’alcool laurique n’a pas exercé 
d’action retardante sur le processus tuberculeux. Dans le groupe 
des cobayes traités par le palmitate d’éthyle pur et dans celui 
traité par lalcool n-octadécylique dissous dans le palmitate 
d’éthyle pur, l’infection tuberculeuse a évolué sensiblement de la 
méme fagon, avec un léger retard des lésions de la rate compara- 
tivement aux témoins. Cette légére action retardante parait due 
au palmitate d’éthyle puisque |’adjonction d’alcoo] n-octadécyli- 
que a ce produit ne parait pas avoir accentué ]’action du palmi- 
tate. C’est dans le groupe traité par |’alcool cétylique dissous dans 
le palmitate que la tuberculose parait avoir évolué Je moins rapi- 
dement puisque la proportion des cobayes présentant des lésions 
de la rate est inférieure a celle des cobayes soumis aux injections 
de palmitate d’éthyle seul. 

On peut en conclure que |’alcoo] laurique seul n’a pas eu d’ac- 
tion, que l’alcool, n-octadécylique dissous dans le palmitate n’en a 
pas eu davantage. Seul l’alcoo] cétylique parait avoir légérement 
augmenté l’action retardante de l’ester correspondant, le palmi- 
tate d’éthyle. 


Alcool cétylique associé & un stéarate d’éthyle actif. 


Pour mieux nous rendre compte de l’action surajoutée de ]’alcoo] 
-eétylique, nous l’avons associé au traitement de cobayes tuber- 
culeux par un autre ester que le palmitate : le stéarate d’éthyle. 
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Expirience. — Trente et un cobayes sont infectés par inoculation ° 
sous-cutanée de 1/500 de milligramme de la souche de bacilles tuber- 
culeux humains 432. Huit cobayes sont traités trois fois par semaine 
par injections sous la peau de'0,5 c.c. de stéarate d’éthyle contenant 
100 mg. d’alcool cétylique par centicube. Un autre groupe de neuf 
cobayes recoit 0,5 c. c. de stéarate d’éthyle seul. Quatorze cobayes sont 
conseryés comme témoins. Tous ces cobayes sont sacrifiés au bout de 
cinq semaines. Chez les témoins, cing cobayes ont de trés nombreux 
tubercules sur la rate ; cing d’assez nombreux tubercules, chez deux 
autres les tubercules sont plus rares et chez deux ils sont absents. Cing 
cobayes ont des lésions du foie ou des poumons. Dans le groupe des 
cobayes traités par le stéarate d’éthyle, trois cobayes ont d’assez nom- 
breux tubercules sur la rate, les autres n’ont que quelques rares tuber- 
cules sur cet organe, cing ont quelques lésions de début sur le foie et 
les poumons. Dans le groupe traité par le stéarate contenant de 1’alcool 
cétylique, un seul cobaye a d’assez nombreux tubercules sur la rate et 
un tubercule sur le foie et les poumons. Tous les autres n’ont que 
quelques trés rares tubercules sur la rate (un a sept) et aucune lésion 
sur le foie et les poumons. 

Les cobayes traités par le stéarate d’éthyle ont eu un peu moins de 
lésions que les cobayes témoins. Dans le lot. traité par le stéarate 
d’éthyle + alcool cétylique, les cobayes sont beaucoup moins atteints 
que dans celui traité par le stéarate seul. 


I] semble ressortir de ces derniéres expériences que |’alcool 
cétylique ajouté a un palmitate ou a un stéarate d’éthyle déja 
acuifs par eux-mémes, accroit l’action de ces esters. 

En présence de ces résultats, il fallait se rendre compte si 
alcool cétylique ajouté A un palmitate d’éthyle inactif ou injecté 
seul a une action retardante propre sur le processus tuberculeux. 


Action de l’alcool cétylique injecté en solution dans un 
palmitate inactif, dans le butyléne glycol ou dans léther. 


Dans une premiére expérience l’alcool cétylique a été dissous 
dans un palmitate d’éthyle inactif dans la proportion de 1 p. 100. 
Ce produit a été injecté deux fois par semaine Aa la dose de 0,5 c. c. 
(5 mg. d’alcool cétylique) & des cobayes venant d’étre inoculés 
avec un bacille tuberculeux virulent. Au bout de six semaines de 
traitement, ces animaux et des cobayes témoins ont été sacrifiés. 
Tous présentaient les mémes lésions : nombreux tubercules sur 
tous les organes. 

L’alcool cétylique injecté 4 1 p. 100 dans un palmitate d’éthyle 
inaclif n’a eu aucune action retardante sur ]’évolution des lésions. 

La méme expérience a été effectuée avec de V’alcool laurique 
associé 4 l’ester correspondant : un laurate d’éthyle inactif. Les 
résultats ont été aussi négatifs. La présence de l’alcool, laurique 


n’a pas conféré a ce laurate une action retardante sur le processus 
tuberculeux. 


or 
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Nous avons, d’autre part, dissous de l’alcool cétylique dans un 
butyléne glycol et dans de l’éther qui ne paraissent exercer aucune 
action sur l’éyolution des ]ésions tuberculeuses du cobaye. 


EXPERIENCE. — Soixante cobayes sont inoculés par voie sous-cutanée 
avec 0,001 mg. de la souche de bacilles tuberculeux humains 239. 

Un groupe de quinze cobayes-a été traité par des injections sous-cuta- 
nées bihebdomadaires de 1/4 de centicube d’une solution d’alcool 
cétylique dans l’éther (24 g. d’alcool cétylique dans 40. centi- 
cubes d’éther) soit 150 mg. d'alcool cétylique. Un autre groupe 
de quinze cobayes a été traité de la méme fagon par 1/2 centicube d’al- 
cool cétylique dans le butyléne glycol (300 mg. d’alcool cétylique par 
centicube). Deux groupes de sept cobayes chacun ont été traités par 
injection sous-cutanée deux fois par semaine, l'un de 1/4 de centicube 
d’éther, l’autre de 1/2 centicube de butyléne #lycol. Un lot de quinze 
cobayes a été conservé comme témoin. ‘ 

Les premiéres injections étant mal supportées, toutes les doses ont 
da étre réduites de moitié. c 

Tous ces animaux ont été sacrifiés cinq semaines aprés ]’inoculation 
des bacilles virulents. Tous présentaient de gros ganglions inguinaux 
et sous-lombaires et de trés nombreux tubercules sur la rate. Aucune 
différence n’a été constatée entre les cobayes des différents lots. | 

Dans une autre expérience, l’alcool cétylique a été employé 41 p. 100 
dans le butyléne glycol. 1/2 centicube de cette solution (soit 5 mg.) a 
été injecté deux fois par semaine. Les résultats ont été les mémes que 
dans l’expérience précédente. 


Le butyléne glycol et l’éther n’ayant pas exercé d’action propre, 
on peut en conclure que l’alcool cétylique seul n’a eu aucune 
influence retardante sur ]’évolution des lésions tuberculeuses du 
cobaye. 


CONCLUSIONS 


Nous avons poursuivi nos recherches sur l’action retardante 


exercée par certains esters éthyliques d’acides gras saturés (palmi-- 


tate, stéarate et laurate d’éthyle) sur le processus tuberculeux, 
avec des produits d’origines diverses et de purification variable. 

Sur dix-huit échantillons essayés, 11 — soit 61 p. 100 — ont 
présenté une action retardante plus ou moins prononcée. La pro- 
portion des échantillons actifs dans le groupe des produits purs 
ou simplement purifiés ou rectifiés a été & peu prés la méme. 
Un chauffage prolongé a 100° ne parait pas modifier ]’action 
retardante d’un ester éthylique d’acide gras saturé sur le proces- 
sus tuberculeux. 

Par vieillissement 4 la température du laboratoire pendant un 
a quatre ans, un échantillon d’ester éthylique inactif peut devenir 
actif et réciproquement un échantillon actif a l’origine peut perdre 
son activité. 
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Dans deux expériences sur trois, les fractions de distillation de 
téte d’un palmitate et d’un stéarate d’éthyle purs ont paru pré- 
senter une influence retardante. sur le processus tuberculeux que 
n’avaient pas les fractions de queue. 

Les alcools cétylique, n-octadécylique et laurique ne se sont 
pas montrés capables de retarder ]’évolution des lésions tubercu- 
leuses du cobaye. Cependant l’adjonction d’alcool cétylique a un 
échantillon de palmitate ou de stéarate d’éthyle actifs semble 
accroitre l’influence retardante de ces esters sur l’évolution des 
lésions. Par contre, la présence de cet alcool ne confére aucune 
activité 4 un ester éthylique qui s’est montré inactif. 

Les alcools n-octadécylique et laurique en association avec un 


ester éthylique n’ont pas présenté la méme action adjuvante que 


Palcool. cétylique. 
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LE POUVOIR CHIMIOTACTIQUE DE CERTAINS CONSTITUANTS © 
DU BACILLE TUBERCULEUX (*) 


par A. DELAUNAY, R. VENDRELY, Y. LEHOULT et J. PAGES. 


Toute injection chez un animal, par voie sous-cutanée ou 
intrapéritonéale, de bacilles de Koch vivants ou tués détermine 
dans un premier temps une réaction massive mais transitoire a 
polynucléaires, et dans un second temps une réaction histiocytaire 
durable avec formation de cellules géantes caractéristiques. 

Cette réaction secondaire est d’un intérét capital pour l’histolo- 
giste qui cherche a4 élucider la nature tuberculeuse ou non d’une 
lésion donnée. Elle n’est pas moins intéressante pour ]’expérimen- 
tateur qui essaie d’en comprendre Ja genése. Qu’il nous suffise de 
rappeler tous les beaux travaux qui ont été consacrés a ce sujet, 
notamment par Florence Sabin (1), et qui ont établi l’importance 
primordiale a cet égard de certains acides gras saturés. Nous 
aurons |’occasion de parler prochainement, nous-mémes, de cette 
réaction secondaire. Aujourd’hui, nous nous limiterons a |’étude 
de l’aspect histologique et de la cause des réactions de |]’orga- 
nisme qui se constituent pendant |’épisode initial de ]’évolution 
d’une lésion tuberculeuse, et dont l’intérét, a titres divers, est aussi 
trés grand. Comme nous |’avons dit, ces réactions se caractérisent 
avant tout par une intervention le plus souvent massive des poly- 
nucléaires. 

Ce fait est connu depuis trés longtemps. I] est mentionné déja 
dans les anciens travaux de Borrel, Dembinski, Renaut et Dubreuil, 
etc... dont certains ont été faits dans le laboratoire méme de 
Metchnikoff. Tout récemment encore, il a été vérifié in vivo par 
Leroy Gardner, Lurie, Woodruff, Sabin, Laporte, etc. Opérant 
in vitro, Me Cutcheon et Dixon, Coman, etc., ont aussi remarqué 
que le bacille de Koch attirait fortement les polynucléaires. A notre 
connaissance, Rolf Meier a été le seul auteur qui n’a pas pu met- 
tre en évidence ce pouvoir chimiotactique positif du bacille tuber- 
culeux (recherches in vitro). 


(*) Communication présentée a la séance du 1° juin 1944 de 1’Asso- 
ciation des Microbiologistes de Langue Francaise. 
(1) Voir en particulier J. exp. Med. (suppl. 3), 1930, 52, 73. 


4AB ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Dans des expériences qui remontent déja a trois ans (2), alors 
que nous cherchions a déterminer quels étaient les constituants 
microbiens responsables du tactisme leucocytaire, plus précisé- 
ment de l’appel des polynucléaires dans les tissus infectés, nous 
avions été frappés par le pouvoir chimiotactique trés important 
des polysaccharides et des nucléoprotéides, celui des polysaccha- 
rides se montrant d’ailleurs 4 poids égal plus marqué encore que 
celui des nucléoprotéides. A cette époque, nous n’avions pas étu- 
dié le bacille tuberculeux, mais le staphylocoque, les bacilles ty- 
phique et paratyphiques, des colibacilles, le bacille pyocyani- 
que, etc. Cependant, nous avions plusieurs raisons de penser que 
l’appel, des polynucléaires, intense, que provoque le bacille de 
Koch dés son introduction dans les tissus avait, selon la régle. 
pour facteurs principaux ses constituants polysaccharidique et 
nucléoprotéidique. Nous pensions ainsi en raisonnant par analogie, 
tous les polysaccharides et tous les nucléoprotéides que nous 
avions examinés, méme provenant de microbes trés divers, se 
montrant tous doués d’un pouvoir chimiotactique extrémement 
marqué. Par ailleurs, au cours de ses belles recherches sur le 
mode de formation du follicule tuberculeux, Sabin, ayant injecté 
chez des cobayes des solutions de polysaccharides et de nucléo- 
protéides tuberculeux, avait pu noter — sans s’attarder d’ailleurs 
a cette question qui |’intéressait moins que l’acide phtioique — 
que ces divers constituants bacillaires attiraient trés nettement les 
polynucléaires. Quelques années aprés Sabin, un autre Américam. 
Wartman (8), remarquait 4 son tour, et cette fois dans des expé- 
riences faites in vitro, qu'une tuberculoprotéine, purifiée par les 
méthodes de Seibert, et adsorbée sur du kaolin, était parfaite- 
ment capable de provoquer l’attraction des polynucléaires. 

La question nous paraissait done réglée : le bacille de Koch, 
aprés son injection dans les tissus, y subissait un rapide proces- 
sus d’autolyse ; ses fractions polysaccharidique et nucléoprotéi- 
dique se trouvaient libérées, et entrainaient la réaction précoce, 
intense, a polynucléaires, toujours notée dans ce cas. Or, dans 
un travail paru en 1940, mais que nous n’avons connu que récem- 
ment, Wartman et Ingraham (4), revenant sur la méme question, 
signalent que le constituant polysaccharidique du bacille tubercu- 
leux, non seulement n’attire pas les polynucléaires, mais encore 
les repousse. C’est du moins ce qu’indiquent leurs expériences 
faites in vitro. 


(2) Consulter 4 ce sujet : C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 868, 1529, 1580 ; 
1942, 136, 259, 387, 642, etc. ; ces Annales, 1942, 68, 72 ; Revue Immu- 
nol., 1941, 6, 307 ; 1942, 7, 33, 134, etc. 

(3) W. B. Warrman, Arch. Path., 1938, 26, 694 

(4) W. B. Wartman et IncrawAM. Arch. Path., 1940, 29, 773. 
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Intrigués par ce résultat, nous avons entrepris l’étude de ce 
probléme, en cherchant a déterminer a notre tour le pouvoir chi- 
miotactique propre des polysaccharides et des nucléoprotéides du 
bacille de hoch. Ce sont nos résultats qui font objet de cette 
communication. 

Nos recherches ont porté sur les polysaccharides des trois bacil- 
les tuberculeux : humain, bovin el aviaire, et les nucléoprotéides 
du bacille tuberculeux humain. Plusieurs des souches dont nous 
nous sommes servis nous avaient été confiées par M. A. Boquet | 
que nous tenons a remercier vivement ici. Nous remercions éga- 
lement notre collégue Laporte qui nous a fourni une certaine 
quantité d'un aulolysat préparé par lui-méme dans un autre but, 
et dont nous avons extrait la fraction nucléoprotéidique. 

La technique utilisée pour obtenir en solution les polysaccha- 
rides tuberculeux a été celle mise au point par Boivin et Mesro- 
beanu pour l’extraction des différents haplénes — polysaccharidi- 
ques (5). On sait qu'elle a déja servi aux auteurs précilés (6) ainsi 
qu’a Schlossmann (7) et a lonesco-Mihaiesti (8) dans différentes 
recherches sur les propriétés biologiques des hapténes des bacilles 
tuberculeux humain et bovin. Les grandes lignes de cetle techni- 
que sont. les suivantes. Les bacilles tuberculeux sont cullivés sur 


_ milieu de Sauton. Une fois recueillis, ils sont lavés par centrifu- 


galion puis trailés par |’acide trichloracétique ; les polysaccha- 
rides restent en solution. Ces solutions sont dialysées, purifiées 
par plusieurs précipitations alcooliques et acétoniques. Finale- 
ment, on obtient une préparation pure et relativement riche en 
polysaccharides (quelques dixiémes de milligramme par centimé- 
tre cube). 

En ce qui concerne |’obtention des nucléoprotéides tuberculeux, 
nous avons opéré de la fagon suivante. 


Les bacilles tuberculeux humains ont d’abord subi une autolyse pro- 
longée en présence de toluéne (préparation Laporte). Le liquide d’auto- 
lyse est alors recueilli par filtration sur Seitz. [I] s’agit d’un liquide 
parfaitement limpide. Ce liquide est ensuite additionné d’acide acé- 
tique 5N environ, jusqu’A séparation compléte d’un précipité flocon- 
neux (ce qui demande environ un volume égal d’acide SN). Le préci- 
pité est recueilli par centrifugation, puis dissous en refroidissant dans 
la glace fondante au moyen de soude normale. Trois précipitations 
semblables et trois dissolutions dans la soude diluée sont successive- 


(5) A. Borvin et L. Mesroseanu. Revue Immunol., 1935, 4, 533. 

(6) C. R. Soe. Biol., 1937, 124, 1176. 

(7) Scutossmann. Acta et Comment. Universitatis Tarknensis (Dorpat), 
1934, n° 7, 1; (ref. Ber. ges. Physiol., 1935, 87, 189). 

(8) Ionesco-Mrmargsti et ses coll. A. Damsoviceanu et C. Leontpa-Joan, 
C. R. Soc. Biol., 1937, 124, 973 et 976. 
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ment effectuées afin d’obtenir finalement un produit trés purifié. Cette 
méthode par ailleurs permet de recueillir un produit aussi peu déna- 
turé que possible. La derniére solution alcaline obtenue est exactement 
neutralisée 4 pH 7,3 et aussitOt injectée chez l’animal. Différents dosa- 


ges et examens pratiqués avec élle ont donné les résultats suivants : 


Nitotglitie. cs iteiucnestcet a yrs jest: wiles 0,60 mg. par centimétre cube 

N purique (de l’acide nucléique).. 0,24 mg. par centimetre cube. 

PR UOtMI ER ence a. ee bia op eae ae oe 0,22 mg. par centimétre cube. 

Rapport : ae = 1,09 (théorie 1,13). 

INCIDEPNUGLERGUIC ys Fete oy oe, ef ute 0,24 X 9,31 = 2,23 mg. par centimétre cube. 
PPO LOI ih. aats Mette ate ger, ooh Aten 0,24 X 6,25 = 41,50 mg. par centimétre cube. 


Un test sérologique, effectué soit aprés insolubilisation des 
nucléoprotéides par l’acide trichloracétique, soit aprés destruc- 
tion de ces mémes nucléoprotéides par la trypsine, nous a montré 
que cette préparation ne renfermait que des traces tout a fait négli- 
geables de polysaccharides. 

Ayant en mains nos diverses solutions de polysaccharides et de 
nucléoprotéides tuberculeux, nous avons déterminé leur pouvoir 
chimiotactique in vivo. Voici dans quelles conditions nous avons 
opéré. 

Polysaccharides et nucléoprotéides étaient injectés a différentes 
dilutions dans le derme de cobayes neufs, pesant de 400 4 500 g. 
Chaque injection se faisait sous le volume de 0,5 c.c. Les 
zones cutanées ainsi traitées étaient excisées a des intervalles 
de temps variables (six heures, vingt-quatre heures, quarante-huit 
heures, cing jours), fixées dans le Bouin, le Zenker ou le formol, 
incluses a la paraffine, coupées et colorées (hématéine-éosine, 
Laidlaw). Leur lecture nous renseignait sur ]’intensité de ]’afflux 
leucocytaire qui avait succédé a linjection intracutanée de nos 
produits. Notre attention étant concentrée sur la réaction précoce 
a polynucléaires, ce sont évidemment les prélévements faits au bout 
de six heures qui nous ont semblés les plus dignes d’intérét. 

Ainsi, nous avons vu que, quelle que soit lorigine du polysac- 
charide tuberculeux injecté, qu "il provienne du bacille tubereu- 
leux humain, bovin ou aviaire, d’une souche virulente ou non 
virulente (BCG), il suffit réguligrement de quelques dixiémes 
de milligramme de ce produit pour entrainer en quelques heures, 
au point de son introduction dans l’organisme, un appel extréme- 
ment marqué de polynucléaires. Une réaction mononucléée nette 
fait alors absolument défaut. Les vaisseaux apparaissent dilatés 
et serlis dans une gaine de cellules inflammatoires. La diapédése 
est particuliérement intense au niveau des veinules. Les globules 
blancs innombrables, pour la plupart en bon état, sont disséminés 
dans la couche hypodermique. Il n’y a, par ailleurs, aucun phé- 
noméne de nécrose digne d’étre relevé. L’épithélium malpighien 
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est intact. Au fur et & mesure qu’on met en ceuvre des quantités 
plus faibles de polysaccharides, l’appel des polynucléaires devient 
de moins en moins net. On peut estimer qu’a partir du milliéme 
de milligramme, le pouvoir chimiotactique du produit est a peu 
prés négligeable. Nous confirmons ainsi avec les polysaccharides 
tuberculeux ce que nous avions constaté avec les autres polysac- 
charides bactériens : pouvoir chimiotactique intense au milli- 
gramme, pratiquement nul au milliéme de milligramme. Les poly- 
saccharides tuberculeux se comportent done comme les autres 
polysaccharides microbiens. Ce sont des facteurs d’appel leuco- 
cylaire extrémement puissants. Si nous obtenons un résultat si 
diamétralement opposé a celui de Wartman, c’est peut-étre parce 
que nous nous sommes servis de méthodes différentes, Wartman 
faisant ses recherches in vitro, et nous in vivo. La méthode in vivo 
nous parait ici la plus recommandable, car on opére dans des 
conditions vraiment réalisées par la nature. En tous cas, elle nous 
a permis de confirmer complétement les premiers résultats de 
Sabin. Ajoutons que nos recherches ont porté sur un grand nom- 
bre d’animaux et que nos résultats ont été remarquablement 
constants. 

Les nucléoprotéides tuberculeux attirent eux aussi trés nette- 
ment les polynucléaires. La dose la plus forte que nous ayons 
introduite en une seule injection dans la peau du cobaye renfer- 
mait 0,75 mg. de protéine et 1,11 mg. d’acide nucléique. Cette 
haute teneur en acide nucléique doit étre soulignée. Dans des 
esSais antérieurs, nous avions constaté que les deux acides nucléi- 
ques : thymo et zymonucléique, possédent a eux seuls un pouvoir 
chimiotactique déja assez grand. Le pouvoir chimiotactique des 
protéines en général a également été remarqué par nous. I] est 
probable que, dans le complexe nucléoprotéidique, acides nucléi- 
ques et protéines microbiennes s’unissent pour attirer fortement 
les polynucléaires. ‘ 

Cette réaction leucocytaire est immédiate et elle est d’emblée 
trés marquée. Dans tout le derme et |’hypoderme sont disséminées 
d’innombrables cellules, pour la plupart en bon état. Ces nucléo- 
protéides ne sont pas toxiques et n’entrainent aucune nécrose cu- 
tanée, mais l’cedéme, comme dans le cas des polysaccharides, est 
assez marqué. A poids égal, il nous semble que le pouvoir chimio- 
tactique des nucléoprotéides du bacille de Koch est quelque peu 
‘moins marqué que celui des polysaccharides extraits du méme 
microbe. Au centiéme de milligramme, le pouvoir chimiotactique 
des premiers commence a s’estomper, alors qu'il est encore net 
dés qu’il s’agit des seconds. Malgré cela, il est vraiment permis 
de considérer les nucléoprotéides tuberculeux comme de puissants 
agents d’appel leucocytaire. Ici nos résultats concordent a la fois 
avec ceux de Sabin et ceux de Wartman. 
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Pendant les jours qui suivent les injections de polysaccharides 
ou de nucléoprotéides tuberculeux, 1’état général des animaux 
reste excellent. Localement, au bout de vingt-quatre heures, avec 
les nucléoprotéides comme avec les polysaccharides, on note mi- 


croscopiquement une accumulation considérable de polynucléaires_ 


et un début de réaction des cellules mononucléées. Cette derniére 
réaction augmente par la suite alors que progressivement les poly- 
nucléaires disparaissent et que la trame conjonctive se reforme 
(apparition de fibres réliculées). Nos examens les plus tardifs ont 
été faits sur des peaux prélevées cinq jours aprés l'injection, 
Comme Sabin, méme dans ces réactions tardives, nous n’avons 
pas constaté la formation de cellules géanles type Langhans ou 
type cellules géantes A corps étrangers. Cependant, nous aurions 
pu en rencontrer quelques-unes sans étre en droit, pour cela, d’af- 
firmer leur nature tuberculeuse. I] est en effet bien connu, et c’est 
la une notion sur laquelle est revenu justement Laporte (9) que des 
injections de protéines étrangéres banales peuvent déterminer 
in situ l’apparition de cellules plasmodiales type cellules géantes. 
Récemment nous avons pu découvrir des cellules de ce type dans 
une région cutanée ou, quarante-huit heures plus tot, avaient été 
injeclés quelques dixiémes de centimétre cube seulement de 
bouillon steérile. | 
_ Tous ces résultats montrent que deux constituants au moins du 
bacille tuberculeux, les constituants polysaccharidique et nucléo- 
protéidique, peuvent jouer le réle de facteurs chimiotactiques trés 
puissants. Nous venons de voir en effet, qu’injectés dans |’orga- 
nisme, ils provoquent immédiatement une réaction a polynucléai- 
res trés vive. I] est permis de penser que, dans les lésions tuber- 
culeuses précoces, la présence de polynucléaires s’explique par 
Vexistence de ces deux conslituants. On pourrait admettre que le 
plus important des deux est le constituant nucléoprotéidique qui 
représente en poids la,majeure partie du bacille de Koch. Cepen- 
dant i] ne faut pas oublier que, selon toute vraisemblance, le poly- 
saccharide occupe sur le microbe une situation superficielle et que 
sa libération, au moment de |’autolyse, a partir des cellules mor- 
tes, voire méme des cellules vivantes, en est d’autant facilitée. 
Pour cette raison le réle qu’il assume dans la production des réac- 
tions précoces a cellules polynucléées est sans doute trés grand. 
Dans les foyers tuberculeux évoluant depuis trés longtemps, Vexis- 
tence de polynucléaires peut avoir pour cause aussi bien les cons- 
tituants bactériens dont nous venons de parler que certains fac- 
teurs chimiotactiques libérés secondairement par les nécroses tis- 
sulaires qu’ont provoquées les bacilles de Koch (cas de la tuber- 


(9) R. Laporte. Ces Annales, 1934, 53, 598. 


eulosé ace par exemple qui s'accompagne trés souvent de 
ByUney 

Reste a élucider la genése de la réaction tardive Riberciienge 
représentée par une multiplication extraordinaire des histiocytes 
et qu'on ne rencontre pas ordinairement avec cette intensité et cet 
aspect au cours de l’évolution des lésions entrainées par les autres 


microbes pyogénes. I] ne semble pas, dans |’état actuel de la ques-_ 


tion, qu’il faille chercher la cause la plus importante de cette réac- 
tion du cété des nucléoprotéides et des polysaccharides. Tout indi- 
que que ces substances exercent surtout leur influence sur les poly- 
nucléaires. Et différentes raisons — notamment les faits enregis- 
trés par Sabin — permettent de croire qu’en ce domaine les élé- 
. “ments lipoidiques spéciaux du bacille de Koch sont en jeu. Mais 
c’est 1a une question sur laquelle nous aurons prochainement |’oc- 
casion de revenir. 
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NATURE DU RAYONNEMENT LUMINEUX QUI SUPPRIME 
LA MOBILITE DES MICRO-ORGANISMES 
DOUES DE FLUORESCENCE SECONDAIRE 
EN PRESENCE DE THIOFLAVINE (°) 


par Jean C. LEVADITI et R.-O. PRUDHOMME. 


(Institut Pasteur.) 


La nature du rayonnement lumineux qui déclenche les actions 
photodynamiques produites par les colorants sur les microorga- 
nismes n’est pas totalement élucidée. L’étude du mécanisme par 
lequel des microorganismes en suspension dans une solution de 
thioflavine (déhydrothiotoluidine acide diméthylée) a 0,2 p. 100 
s’immobilisent lorsqu’ils sont soumis a l’action de certaines radia- 
tions lumineuses, peut aider 4 résoudre ce probléme plus général. 
C’est pourquoi elle a été entreprise. 


Experience I : Considérations théoriques et dispositif expéri- 
mental. — Pour étudier l’action des différentes longueurs d’onde 
le rayonnement d’une source lumineuse a été fractionné 4 l’aide 
d’écrans colorés (1). Pour que de tels essais soient valables, le 
rayonnement de cette source lumineuse doit étre constant, son spec- 
tre d’émission continu et enfin la quantité d’énergie transmise par 


les écrans du méme ordre de grandeur ; |’énergie des différentes 


longueurs d’onde devant étre comparable. Pour répondre a ce 
dernier point, c’est-a-dire pour comparer les énergies lumineuses 
transmises par les divers écrans, il a été procédé comme suit. 
La source lumineuse du microscope a fluorescence de Haitinger 
consiste en un arc au charbon fonctionnant sous 10 ampéres et 


110 volts, dont le rayonnement infra-rouge est éliminé par 


une cuve épaisse de 5,5 cm., contenant une solution de SO,Cu a 
4 p. 100. Cette cuve élimine également une partie de ]’ultra-violet 
et les longueurs d’onde extrémes de la lumiére transmise sont 


(*) Communication présentée a la Société francaise de microbio- 
logie, séance du 1 juin 1944. 

(1) Nous avons renoncé A utiliser un monochromateur, car ]’inten- 
sité transmise serait alors trop faible pour permettre l’observation mi- 
croscopique en milieu fluorescent. 
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respectivement 3.200 et 6.500 A. De plus, l’énergie lumineuse 
émise par l’are varie avec la longueur d’onde. En assimilant l’are 
au corps noir 4 4.000° K, on peut tracer sa courbe de répartition 
spectrale énergétique. Ayant déterminé la courbe de transmission 
de la cuve de SO,Cu, on déduit-de ces deux données la courbe 
de répartition spectrale énergétique de la lumiére apres passage 
par celle cuve (courbe I). Le maximum d’énergie que l’on a fixé 
arbitrairement & 100 correspond a 5.000 A. En multipliant cette 
énergie par le facteur de transmission monochromalique T de 


AR LB ane 


80 


60 


40 


20 


Lee SOK 


10) . = > . 
3000 4000 5 000 6.000 


Coursx 14. — Courbes de répartition spectrale énergétique de la lumiére de 
Yare aprés passage a travers la cuye de SO,Cu et les écrans U.G.I. et 
Wratten n° 45.A, 62 et 24. 


chaque écran, on obtient la courbe de répartition spectrale énergé- 
tique. La surface comprise entre chaque courbe ainsi tracée et ]’axe 
des abscisses est proportionnelle a ]’énergie totale transmise par 
l’écran, c’est-a-dire A |’énergie qui vient frapper la préparation 
en expérience. Les courbes de transmission sont données par les 
fabricants et ont été vérifiées par examen spectrophotométrique. 

Quatre des écrans essayés permettent des irradiations répon- 
dant aux conditions déja énumérées. L’énergie lumineuse trans- 
mise par eux en fonction de celle qui sort de la cuve de SO,Cu 
ressort de l’examen des courbes de répartition énergétique 
(courbe I) et est indiquée par les chiffres exposés dans le tableau I. 
L’écren violet UG 1 de Schott transmet 5,9 p. 100 de |’énergie 
totale. Des écrans Wralten, le n° 45 A, bleu, transmet 7,4 p. 100, 
le n° 62, vert, en transmet 2,6 p. 100 et le n° 21 jaune orangé, en 
transmet 11 p. 100. 
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Technique d’irradiation et d’observation. — Le dispositif de. 
‘microscopie en fluorescence ainsi que la chambre en quartz dans 
laquelle les microorganismes sont irradiés ont été décrits anté-_ 


rieurement [4]. Les espéces'suivantes ont été étudiées. 

1° Bacillus mesentericus : culture en bouillon nutritif, agée de 
seize heures. 

2° Trypanosoma gambiense et Tr. evansi : sang de cobaye ou 
de souris dilué au 1/10 dans ]’eau physiologique. 

3° Spirocheta duttoni : sang de souris dilué au 1/10 dans leau 
physiologique. 

Afin de préciser le réle sensibilisant de la thioflavine les micro- 
organismes ont été observés et irradiés dans un essai préalable, 
sans adjonction d’aucun fluorochrome (2), puis l’irradialion a été 
faite en présence de thioflavine : 1 goutte de la solution de thio- 
flavine a 0,2 p. 100 ajoutée a 0,5 c. c. des suspensions a examiner. 

Si la visibilité le permet, les microorganismes sont observés 
pendant tout le temps de Jirradiation, comme c’est le cas des 
écrans UG 1 ou Wratten 62. Si elle ne le permet pas, les éléments 
sont irradiés pendant des temps variables et leur mobilité est en- 
suite observée en lumiére blanche trés atténuée. 

Les temps d’irradiation n’ont pas dépassé deux minutes, durée 
optimum déterminée empiriquement. 

Résultats. — Le tableau I résume l’ensemble des résultats sans 
s’étendre sur toutes les nuances notées. Le signe (—) indique que 
les éléments observés sont immobilisés de fagon définitive, soit 
instantanément, soit en plusieurs secondes. De toutes facons ils 
sont complétement immobiles au bout de deux minutes. Le signe 
(+) répond aux éléments qui sont, soit ralentis, soit immobilisés, 
mais reprennent leur mobilité antérieure. Le signe (+) enfin 
répond aux éléments qui ont conservé toute leur mobilite, méme 
aprés deux minutes d’irradiation. 

I] ressort de ces résullats que la fixation de la thioflavine par 
les microorganismes les sensibilise 4 des radiations dont les lon- 


gueurs d’onde sont certainement inférieures a 5.100 A. Cette limite 
ne s’explique pas par le taux d’énergie des diverses radiations ; 

ainsi le flux lumineux transmis par l’écran UG 1 (5,9 p. 100 du 
rayonnement total) est efficace, bien que son énergie soit infé- 


(2) Un autre essai a été réalisé en présence d’uranine A 0,2 p. 100. 
Ce fluorochrome électro-négatif ne rend pas les éléments observés fluo- 
rescents. Ses spectres d’absorption et de fluorescence établis par Giun- 
tini et Reinié sont trés différents de ceux de la thioflavine. 

En aucun cas sa présence n’a exercé une action empéchante ou favo- 
risante sur l’effet du rayonnement lumineux. Bactéries, flagellés ou 
spirochétes se sont comportés en sa présence comme lorsqu’ils sont 
soumis a l’action du rayonnement lumineux seul. 
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TABLEAU I. — Effets des différentes longueurs d’ondes 
sur la mobilité des microorganismes. 
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Coursg 2. — Courbes d’absorption et de fluorescence de la thioflavine 
en solution aqueuse log. « moléculaire. 
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rieure a celle transmise par l’écran W 21 C p- 100 du rayon- 
nement total) qui est sans action. 


Pour la quantité d’énergie utilisée, ce sont done des radiations 


de longueur d’onde inférieurés a 5.100 A qui eer neaon l’action 
photodynamique de Ja thioflavine. 

Ce résultat est en rapport direct avec les propriétés optiques de 
ce fluorochrome, comme le laissaient prévoir les expériences de 
Metzner [2] et celles de Giuntini et Reinié [8]. La courbe d’absorp- 
tion du spectre de la thioflavine (courbe II) passe entre 4.000 et 


% . I" { . . BAL. . . . a 
6.000 A, d’un niveau élevé a un niveau inférieur, et la limite située 


a 5.100 A répond sensiblement au milieu de la portion descen- 
dante de cette courbe. Un rapprochement s’impose donc entre la 
limite de V’action photosensibilisante de la thioflavine et la dimi- 


-nution de son pouvoir d’absorption. 


Exprrience II. — Dans cet essai, les écrans colorés sont rem- 
placés par une solution aqueuse de thioflavine 4 0,2 p. 100. Cette 
solution est placée dans des cuves cylindriques dont 1|’épaisseur 
varie de 0,5 A 2 cm. et qui sont obturées par des disques de 
quartz. Un essai supplémentaire a été fait avec la cuve de 0,5 cm. 
d’épaisseur, mais avec la méme solution de thioflavine diluée au 
1/10. La courbe énergétique du rayonnement transmis par chaque 
cuve est établie au spectrographe et ensuite calculée par rapport 
aux rayonnements transmis par la cuve de sulfate de cuivre, 
comme il a été fait pour les écrans coloerés (courbe Il). La cuve 
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Course 3. — Courbes de répartition speetrale énergétique de la lumiére de 


Vare aprés passage de la cuve de SO,Cu et de cuves plus ou moins épaisses 
de thioflavine. 
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de 0,5 cm. d’épaisseur et contenant la thioflavine diluée au 1/10 
transmet 38,9 p. 100 du rayonnement total et ses longueurs d’onde 


extrémes sont respectivement 3.200 et 6.500 A. La méme cuve, 
contenant la solution de thioflavine non diluée, transmet entre 


4,900 et 6.500 A 22.8 p. 100 de l’énergie totale. La cuve de 1 cm. 
transmet entre 5.000 et 6.500 A 10,7 p. 100 de l’énergie totale, et 


enfin celle de 2 cm. entre 5.200 et 6.500 A seulement 4 p. 100 de : ‘Ne 
cette énergie. | ie 
7 Les résultats de l’irradiation, résumés dans le tableau II, dé- oe 
E. Tasirav Il. — Influence de l’épaisseur de la cuve de thioflavine ea w 


sur leffet du rayonnement lumineux. 


> [==] cf me 
| a BACTERIES | 7*YPANOSOMES SPIROCHETES poe 
z B. mesentericus as att eed Sp. duttoni - 
: LONGUEURS =S 

| CUVES INTERPOSEEFS ES © © ° ° © © 

1 d’onde a a ne oe Ae) ae tS 5 
3 cS} a& 2 & am o& as 3 & 
a 26 | 56 | a& 5S ao ao 
E £ s Ee s EI = & 
“( Eres de 0,5 em. | 3.200 a 6 500 eer 
> de'thioflavine |trés atténué de} 38,9 = — ate micas 

» a2.10-4  |3.200 a 4.000 # a coeniants 
Boves de 0,5 cm. 

e thioflavine 4.900 & 6 500] 22,8; + + Sie ae Ere 

a 240-8, ie: is 
} 
| Cuves de 1 cm. 
| de thioflavine [5.000 86.500} 40,7) + a + se fe # 
b 4 a 2 40 = 3; x 
Beoves fle 2 cm. 
i de thioflavine |5.200 86.500) 4 xe ao + oe a + 

> a2 10-3, 


montrent que 1 cm. est l’épaisseur nécessaire et suffisante pour 
inhiber V’action photosensibilisante de la thioflavine pour une 
énergie qui est comparable 4 celle utilisée dans |’expérience pré- 
cédente, soit environ 10-p. 100 de l’énergie totale. C’est donc a 


5.000 A que se place la limite d’action sensibilisante de la thio- 
flavine. 

Cette conclusion, semblable a celle obtenue avec les écrans colo- 
rés, confére plus de valeur au rapprochement déja effectué. La 
zone oui l’intensité du rayonnement absorbé par la thioflavine dimi- 
nue est celle ow l’action sensibilisante de ce corps disparait. 
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Expréirience III. — Cet essai a pour but de faire varier |’énergic 
lumineuse en modifiant le moins possible sa répartition spectrale. 
Son dispositif expérimental est identique au précédent, mais Pin- 
tensité du courant qui alimente l’arc varie : au lieu de 10 ampe- 
res, elle est soit 5, soit 20 ampéres. Les variations du raydn- 
nement émis ne sont pas proportionnelles aux variations de ]’in- 
tensité du courant, mais elles se produisent dans le méme sens. 
De plus la longueur d’onde du maximum d’énergie se déplace 
légérement. 

Le tableau III résume les essais effectués avec Sp. duitoni. Si 
Rintensité du courant croit, les spirochetes sont immobilisés plus 
rapidement. Si cette intensité décroit, ils mettent plus de temps 


x 


4 s’immobiliser ou restent mobiles. 


Tasieau II]. — Influence des variations de l’intensité de V’arc 
sur lVeffet du rayonnement lumineux. 
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Cuve de 1 cm. de thioflavine 
a 2 40-8, 


Cuve de 2 cm. de thioflavine | 
Bel Ola se 


La limite des longueurs d’onde agissanies n’est donc pas fixe, 
mais elle varie avec l’intensité du rayonnement utilisé pour J’irra- 
diation, fait parfaitement concordant avec le caractére oblique de 
la partie descendante de la courbe d’absorption de la thioflavine. 

Ces trois expériences prouvent done que les radiations compri- 
ses dans le spectre d’absorption de la thioflavine sont bien celles 
qui immobilisent les microorganismes irradiés. 

4 

Expertence IV. — La lumiére absorbée par la thioflavine est 
celle qui excite sa fluorescence. Cette lumiére de fluorescence ne 
déclencherait-elle pas l’action photodynamique de Ja thioflavine 
si elle comprenait, en plus de l’émission dans le visible, une émis- 
sion anti-stokes dans l’ultraviolet ? Deux faits, l’un déja_observé, 
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autre expérimental, permettent d’éliminer cette hypothése peu 
probable. 

Dans une suspension de B. mesentericus, seules les formes ayant 
fixé la thioflavine en quantité suffisante pour devenir fluorescentes 
s’immobilisent. Les autres conservent leur mobilité [4]; elles sont 
cependant au contact de la thioflavine et par conséquent dans le 
champ de son rayonnement. . 

Le second fait a été observé au microscope, en irradiant les 
microorganismes a |]’aide du seul rayonnement de fluorescence de 


lumiére de fluorescence \ 


pla tine du 
microscope 


lumrére 
excilatrice 


lumuere blanche alttenuee 


Dispositif d'irradiation des mieroorganismes avec le seul rayonnement 
de fluorescence. 


la thioflavine. Son maximum d’émission, déterminé par enregistre- 
ment du spectre au microphotométre de Sannié, est 4.400 A et 


ses limites 4.000 et 5.000 A (courbe II). Pour ce faire, la face infé- 
rieure de Ja chambre en quartz posée sur la platine du micros- 
cope et qui contient les éléments a irradier est placée au contact 
d’un tube en croix, dont la forme est inspirée de celle du tube dont 
Cabannes s’est servi pour |’étude de la diffusion de la lumiére par 
les gaz et qui est rempli complétement par une solution de thio- 
flavine dont la concentration correspond a ]’optimum de fluores- 
cence (figure). Les deux orifices, supérieur et inférieur, du tube 
eylindrique vertical sont fermés par deux disques. Seul celui du 


‘haut est en quartz. Perpendiculairement a son axe et trés prés de 


son extrémité supérieure, ce tube possede deux prolongements, 
Yun obturé par un disque de quartz sert 4 la pénétration de la 
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lumiére excitatrice ; l’autre est coudé et son extrémité effilée en 
forme de corne, de maniére a absorber complétement le rayonne- 
ment de la lumiére excitatrice qui a pénétré dans la cuve. Ce 
tube est entiérement noirciy a l’extérieur pour éliminer toute 
lumiére parasite. La cuve contenant les germes a irradier ne 
recoit ainsi que la lumiére de fluorescence de la thioflavine et 
elle seule. . 

Afin d’observer les microorganismes pendant leur irradiation, 
la lumiére blanche d’une source lumineuse de faible intensité 
parvient A la cuve en quartz a travers le tube vertical. 

Toutes les irradiations, qu’elles soient effectuées en présence ou 
non de thioflavine et méme si elles ont été prolongées quinze mi- 
nutes, n’ont déterminé aucun ralentissemént de la mobilité des 
bactéries, des trypanosomes ou des spirochetes. 

Le rayonnement de fluorescence n’intervient done pas dans le 
mécanisme de |’immobilisation des microorganismes. 


ConcLusIon. 


L’action photodynamique de la thioflavine est déclenchée par 
les radiations comprises dans son spectre d’absorption. Le rayon- 
nement de fluorescence n’intervient pas dans ]’immobilisation des 
microorganismes. L’action photodynamique de la thioflavine et sa 
fluorescence sont deux phénoménes distincts. 
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L’INHIBITION DE LA DIAPEDESE 
PAR LES ENDOTOXINES BACTERIENNES 
ET SON MECANISME 


par A. DELAUNAY et J. PAGES. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Ce n’est pas uniquement par leur structure chimique que les 
endotoxines bactériennes se distinguent des exotoxines ; elles s’en 
éloignent encore par les modalités de leur action in vivo. Chaque 
exotoxine, injectée chez l’animal, entraine un type’ d’intoxication 
qui lui est propre : la toxine tétanique donne de la contracture, 
la toxine diphtérique entraine une congestion généralisée, et en 
particulier de ’hyperhémie des capsules surrénales. I] n’en va 
plus de méme avec les endotoxines qui donnent toutes, quel que 
soit le microbe qui les a fournies, et quel que soit l’animal d’expé- 
rience (cobaye, lapin, souris), le méme tableau clinique. On note 
de la dyspnée, une diarrhée abondante, parfois sanglante, qu’ac- 
compagnent des troubles graves des régulations glycémique et 
lactacidémique. A l’autopsie des animaux, les viscéres sont con- 
gestionnés et l’examen microscopique met en évidence de multi- 
ples hémorragies capillaires. L’intestin gréle est distendu par un 
liquide jaunatre, parfois sanglant, qui tient en suspension de nom- 
breuses cellules épithéliales plus ou moins altérées. Les plaques 
de Peyer, les ganglions lymphatiques mésentériques sont tuméfiés, 
souvent méme hémorragiques. La rate est augmentée de volume. 
Mentionnons, pour terminer, que E. W. Dennis aurait constaté, 
chez des animaux pareillement intoxiqués, une disparition quasi 
totale de la substance chromaffine des surrénales. 

Toutes ces lésions anatomiques, pour intéressantes qu’elles 
soient, ne représentent cependant pas pour nous les caractéristi- 
ques les plus saillantes de ]’intoxication par les endotoxines. Les 
faits suivants, observés en particulier chez le cobaye, nous parais- 
sent encore plus dignes d’intérét. 

4° I] n’y a pour ainsi dire aucun temps d’incubation entre le 
moment ow |’on injecte ]’endotoxine et l’apparition des premiers 
symptomes pathologiques. Avec des doses fortes, ]’animal est trés 
malade en moins de deux heures. Rappelons que, pour les toxines 
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diphtérique et tétanique, ce temps d’ incubation est variable mais 


toujours relativement long. 
2° Si l’animal doit succomber, il le fait presque toujours en 


rr ot ae 


Photomicrographie 1 (M Jeantet). — Coupe de peau de cobaye normal ayant 
recu six heures plus t6t une injection de bacilles de Koch tués. Remarquer la 
masse bacillaire entourée par un- barriére de polynucléaires. 


moins de vingt-quatre heures et méme en moins de douze heures. 
S’il résiste pendant ce laps de temps, il y a les plus grandes 
chances pour qu’il survive définitivement. Dans les jours qui sui- 
vent, il perd son aspect abattu, ses lésions organiques se cicatri- 
sent, et au bout d’une semaine, mis 4 part un amaigrissement sou- 
vent notable, tout est rentré dans l’ordre. Rapidité, mais fugacité, 
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telles sont 4 nos yeux les caractéristiques majeures qu’il faut re- 
tenir de l’action in vivo des endotoxines. Elles expliquent sans 
doute pour une large part l’apparition de ce phénoméne si curieux 
que l'un de nous a mis en évidence chez les animaux intoxiqués 
par une endotoxine et qui consiste en une inhibition de la diapé- 
dése des polynucléaires. Depuis plus de deux ans, nous étudions 
ce phénoméne et a l'heure actuelle, nous sommes en mesure d’en 
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Photomicr graphie 2 (M. Jeantet). — Coupe de peau de cobaye intoxiqué par 
une dose sublethale d'une endotoxine bactérienne, ayant recu six heures plus 
tét une injection de bacilles de Koch tués. Remarquer la masse bacillaire pré- 
sente dans l’hy; oderme et l’absence totale de réaction leucocytaire @ sa péri- 
phérie. 


brosser un tableau d’ensemble. C’est ce que nous comptons faire 
dans la présente communication. 

Quand on injecte, par exemple sous la peau d’un cobaye, des 
microbes vivants ou morts (staphylocoques, bacilles de Koch, 
etc.), ou certains principes. solubles, extraits de ces microbes 
(polysaccharides, nucléoprotéides, etc.), il se produit réguliére- 
ment, dans les heures qui suivent, une infiltration des tissus locaux 
par des polynucléaires venus du sang. Ce phénoméne est constant 
chez tout anima] normal. Or, il fait défaut chez ]’anima] intoxiqué 
par une quelconque endotoxine bactérienne. Chez celui-ci, les 
polynucléaires ne quiltent plus le courant sanguin. Ils ne se diri- 
gent plus, comme ils le feraient normalement, vers les endroits ot 
ont été injectés substances chimiotactiques ou microbes (voir 
photomicrographies n°* 1 et 2). Quand nous avons fait pour la 
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premiére fois cette constatation, nous avons pensé naturellement 
que les endotoxines devaient étre des poisons pour les globules 
blancs, en d’autres termes, des leucocidines. Mais la suite de nos 
recherches n’a pas vérifié ce point de vue. Les polynucléaires 
restent bien vivants dans une solution concentrée d’endotoxine, et 
in vitro, cette endotoxine ne les empéche nullement de se diriger © 
vers des corps qui les attirent, comme des grains d’amidon. Force 
nous a donc été d’admettre, comme seule explication plausible du 
phénoméne en cause, que nous nous trouvions en présence du pre- 
mier exemple connu d’une inhibition de la diapédése : pour une 
raison encore a déterminer, les polynucléaires du sang ne peuvent 
plus franchir la paroi des capillaires et des veinules pour se ré- 
pandre dans le tissu conjonctif avoisinant. 

Cette inhibition de la diapédése, nous avons déja pu la mettre 
en évidence, avec toute la netteté désirable, chez deux animaux 
de laboratoire : le cobaye et la souris. Remarquons bien — car il 
s’agit 14 d’une notion capitale — que pareille inhibition n’est pas 
simplement localisée au point d’injection de l’endotoxine, mais 
qu’elle s’étend a tout l’organisme. On la rencontrera par exemple | 
dans tout le territoire cutané alors que |’endotoxine a été intro- 
duite par vole péritonéale. 

Elle peut étre totale ou partielle. Pour obtenir une inhibition 
totale au niveau des capillaires de la peau (1), il est indispensable 
de recourir a des doses de poison trés fortes, au moins subléthales. 
C’est ainsi qu’on |’observera aprés injection sous-cutanée ou intra- 
péritonéale de 1 mg. d’une endotoxine glucido-lipidique chez un 
cobaye de 350 g. L’inhibition de la diapédése n’est plus que par- 
tielle avec des concentrations s’étendant entre 1/10 et 1/100 de 
milligramme. Des concentrations encore plus faibles restent sans 
effet.inhibiteur. 

L’inhibition produite par une dose subléthale d’endotoxine appa- 
rait trés précocement, une heure 4 peine aprés ]’injection du pro- 
duit. Elle se prolonge aussi longtemps que l’animal reste nette- 
ment malade, c’est-a-dire pendant toute la durée de la phase 
aigué de l’intoxication. Par exemple, chez un cobaye de 850 g¢, 
quia recu 1 mg. d’une endotoxine, elle persistera une 
quinzaine d’heures. Si au début méme de l’intoxication,-on a in- 
jecté chez le cobaye, sous la peau ou dans le péritoine, des micro- 
bes vivants (staphylocoques, bacilles de Koch, etc.), ceux-ci reste- 
ront done pendant une quinzaine d’heures a |’abri de toute attaque 
par les leucocytes. Hs seront libres et pourront se multiplier sans 
frein. Nous avons montré avec A. Boivin toute l’importance d’un 


(1) Avec des doses méme trés fortes, cette inhibition est trés mar- 
quée, mais elle n’est jamais totale, en ce qui concerne les vaisseaux du 
péritoine. 
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tel fait pour le déclenchement de certaines affections bactériennes. 
Une quinzaine d’heures aprés le début de intoxication, les poly- 
nucléaires se montrent & nouveau capables de franchir la parol 
endothéliale des vaisseaux. 

L’inhibition de la diapédése dont nous parlons représente un 
phénoméne qui est non seulement intéressant par lui-méme, mais 
qui peut encore servir 4 résoudre certains problémes d’ histophy- 
sidlogie. Nous allons le montrer briévement sur deux exemples. 

Dans un foyer inflammatoire normal, la production de l’cedéme 
et le déclenchement de la diapédése constituent deux manifesta- 
tions qui évoluent le plus souvent de fagon paralléle, si bien que 
certains auteurs (Menkin) admettent qu’elles relévent toutes deux 
d’un seul et méme facteur. En observant les phénoménes d’inhi- 
bition de la diapédése chez des cobayes intoxiqués, nous avons pu 
voir qu'il était loin d’en étre toujours ainsi, et que l’cedéme et la 
diapédése formaient en fait deux processus pleinement dissocia- 
bles, l’un pouvant fort bien se produire sans l’autre. A cet égard, 
l’expérience suivante s’est montrée trés démonstrative. Des co- 
bayes neltement sensibilisés au sérum de cheval sont divisés en 
deux lots ; le premier lot recoit sous la peau une nouvelle dose de 
sérum. Le second recoit également du sérum par voie sous-cuta- 
née, Mais en méme temps, et dans la cavité péritonéale, une dose 
subléthale d’une endotoxine typhique. Les cobayes du premier lot 
ont présenté un phénoméne d’Arthus typique (cedéme et infiltra- 
tion leucocytaire), les autres, un phénoméne d’Arthus partiel 
(cedéme trés marqué, mais dans lequel faisait défaut |’infiltration 
leucocytaire) [voir photomicrographies 3 et 4]. 

Autre probléme d’histophysiologie que nous avons pu éclaircir 
en nous servant encore des endotoxines bactériennes. Dans le foyer 
inflammatoire, au stade des polynucléaires fait réguliérement suite 
un stade de macrophages. Jusqu’a présent on ne savait pas exac- 


- tement si la réaction macrophagique se produisait ou non, en tout 


ou en partie, comme une conséquence de la réaction a polynucléai- 
res. L’expérience suivante nous permet désormais de répondre. 
Lorsqu’on injecte un peu de bouillon stérile dans la peau de 
cobayes normaux, on détermine la formation d’un foyer inflam- 
matoire trés net microscopiquement, qui renferme pendant les pre- 
miéres vingt-quatre heures d’innombrables polynucléaires, puis qui 
s’enrichit peu 4 peu en macrophages. Au bout de quarante-huit 
heures, une réaction macrophagique importante domine la scéne. 
Cela étant acquis, nous avons cherché ce qui se passait lorsqu’on 
injectait la méme quantité de bouillon chez des cobayes intoxiqués 
par une dose subléthale d’endotoxine typhique. Nous avons vu tout 
d’abord, comme on pouvait s’y atlendre, que le foyer inflamma- 
toire provoqué demeurait trés pauvre en polynucléaires. Mais — 
et voici le fait nouveau et intéressant — nous avons vu en outre 


a 
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qtié la réaction macrophagique restait également trés faible (2), 


beaucoup plus faible que chez les cobayes témoins. Elle n était 
pas plus importante que celle qui aurait succédé 4 une banale in- 


Photomicrographie 3 (M. Jeantet). — Phénoméne d’Arthus évoluant depuis six 
heures dans la peau d'un cobaye normal. Remarquer l’cedéme qui est infiltré 
par des polynucléaires. ; en 


jection dans les tissus d’eau physiologique. On concoit tout |’inté- 
rét d’une pareille observation. Elle montre clairement que, du 


(2) A ce moment, les animaux avaient recouvré un état de santé con- 
venable, permettant fort bien ]’installation des réactions macrophagi- 
ques. 
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Moins dans certains cas, la réaction macrophagique marche de 
pair, dans son intensité, avec la réaction initiale A polynucléaires. 
Lorsque celle-ci a été vive, il se forme en effet une réaction ma- 
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Photomicrographie 4 (M Jeantet) — Phénoméne d’Arthus évoluant depuis six 
heures dans la peau d'un cobaye intoxiqué par une dose sublélale d’une endo- 
toxine bactérienve Remarquer l’cedéme considérable et l'absence quasi totale 
dinfiltration leucocytaire. 


crophagique marquée, alors que cette derniére’ reste peu intense 
si la premiére a été fugace. Il faut donc admettre que, dans un 
foyer inflammatoire, la réaction macrophagique est, du moins pour 
une large part, sous la dépendance de la réaction a polynucléaires. 
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Il nous reste pour terminer A rechercher le mécanisme (3) de 
inhibition de la diapédése, telle qu’elle est provoquée par des 
endotoxines bactériennes. 

Dans toute région enflammée, précédant aussitot ]’émigration 
des polynucléaires hors du courant circulatoire, se produit dans 
la régle une vaso-dilatation. On ne sait pas encore au juste si cette 
vaso-dilatation est nécessaire, voire méme indispensable pour que 
débute la diapédése, mais on le pense généralement. On pourrait 
donc imaginer que des vaso-constricteurs sont susceptibles de 
eéner la diapédése. C’est exact, comme nous nous en sommes as- 
surés, ence qui concerne au moins un vaso-constricteur : l’adréna- 
line. Nous avons vu par exemple que des staphylocoques n/atti- 
rent plus les polynucléaires lorsqu’ils sont injectés sous la peau 
du cobaye en mélange avec quelques dixiémes de milligramme 


d’adrénaline. Or, deux ordres de faits s’accordent pour indiquer. 


que, lors de |’intoxication par les endotoxines bactériennes, i] y a 
libération d’adrénaline dans le courant sanguin. Il s’agit d’une part 
de l’hyperglycémie et de l’hyperlactacidémie, d’autre part de la 
disparition quasi totale de la substance chromaffine dans les sur- 
rénales. L’inhibition de la diapédése rencontrée par nous ne pour- 
rait-elle pas étre la conséquence d’une vaso-constriction généra- 
lisée, secondaire elle-méme a cette libération d’adrénaline ? 

Nous nous sommes posé cette question. Essayant de la résoudre, 
nous avons enregistré les faits suivants. 

1° S’ul est bien certain qu’on entraine réguliérement une inhi- 
bition de la diapédése au point méme ow |’adrénaline a été injec- 
tée dans les tissus, nous n’avons jamais pu, quelle que soit la dose 
de produit employée, déterminer avec son aide, chez le cobaye, 
une inhibition de la diapédése s’étendant 4 tout lorganisme. Re- 
marquons cependant que cet échec n’infirme pas Aa lui seul notre 
hypothése, car on ‘ne peut comparer |’action énergique mais fugace 
et par la méme localisée d’une injection, 4 |’action généralisée et 
prolongée de Vadrénaline, ou de _ substances adrénaliniques 
(comme la sympathine), qui se trouveraient libérées de facon con- 
tinue au niveau des terminaisons sympathiques répandues dans 
tout l’organisme. 

2° Mais une objection plus grave peut-étre faite encore a |’hy- 
pothése étudiée. L’adrénaline posséde un inhibiteur puissant : ]/er- 
gotamine. L’ergotamine est capable de neutraliser presque toutes 
les manifestations provoquées par l’adrénaline et notamment, 


(3) L’examen trés approfondi de la paroi des capillaires et des veinu- 
les — au niveau desquels se fait normalement la diapédése — ne mon- 
tre, en dehors du point ot l’endotoxine a été injectée, aucune altéra- 
tion morphologique de ces parois. Le mécanisme en cause ne peut donc 
étre que de nature physiologique. 
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‘comme ‘nous avons pu le voir, elle empéche ‘parfaitement ettacet: 
d’inhiber la diapédése. Or, lergotamine ne rétablit aucunement 
le passage des globules blanes a travers les parois endothéliales, 
chez les cobayes intoxiqués par une endotoxine-bactérienne. 
Cette constatation suffit A indiquer que chez les animaux traités 
___ par les endotoxines, ce n’est pas l’adrénaline — ou une substance aoe 
__ apparentée — qui est responsable au premier chef de l’inhibition ~ 
de la diapédése. Elle ne permet pas cependant de rejeter, de facon 

- absolue, la possibilité, & lorigine du phénoméne qui nous inté- 

 resse, d’une action purement hormonale. Mais, en tout cas, cette 

action reste tout entiére a préciser. 


é 
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SUR LA REPARTITION DU BORE 
DANS LES DIVERSES PARTIES OE LA GRAINE (i) 


par Gasrizt BERTRAND et Lazarr SILBERSTEIN. 


.Les derniers résultats que nous avons publiés sur la phytochimie » 


du bore ont montré que la présence du métalloide dans les graines 
peut étre considérée comme générale, qu’il y en a dans ces organes 
des quantités comprises entre 7 et 21 mg. par kilogramme de 
matiére séche (2). : 

Nous avons cherché si le bore est contenu uniformément dans 
les diverses parties de la graine ou s'il y présente une répartition 
particuliére, en rapport, peut-étre, avec son réle physiologique. 

Comme, dans une telle recherche, les quantités de métalloide a 
doser sont trés minimes et que les dimensions des graines, et a 
plus forte raison, celles de leurs parties constituantes, sont en 
général réduites, il n’était possible, pour constituer des prises 
d’essai suffisant aux analyses sans avoir a se livrer 4 un travail 
de dissociation trop laborieux, d’opérer que sur des graines assez 
erosses. Ij fallait, de plus, choisir celles-ci de telle sorte qu’elles 
ne renferment pas des parties trop adhérentes l’une a l'autre, 
comme cela arrive souvent entre le tégument et l’amande lorsqu’on 
n’opére pas sur des graines fraiches. En opérant alors sur un 
nombre de graines plus ou moins élevé, selon leur grosseur, on 
a réussi 4s paxer des poids suffisants de chacune des parties pour 
doser le bore, méme dans le germe, grace A |’extréme sensibilité 
de la méthode microcolorimétrique dont nous nous sommes servis 
dans cette recherche, comme dans les précédentes. - 

Nous avons examiné d’abord les graines de Cacao et d’Eséré, 
dans la Féve commune et la Féve Tonka. Ces quatre graines sont 
constituées par un tégument assez facilement séparable et une 
amande simple, formée par un embryon muni de deux cotylédons. 
Aprés séparation au scalpel, les parties constituantes ont été 
séchées 4 100° dans une étuve électrique, puis la totalité ou une 
portion de chacune d’elles a été analysée. 

Nous avons obtenu les résultats suivants, tous les chiffres étant 
rapportés aux poids des matiéres séchées : 


(1) Un extrait de ce mémoire a été présenté a la séance du 12 janvier 
1942 de I’Acad. des Sciences (C7. R. Ac. Sci., 1942, 244, 41). 


(2) Ann. Inst. Pasteur, 1942, 68, 457. 
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CACAO (Theobroma cacao L.). 


a) Nombre de graines utilisées : 83 
pesant 111,35 g. et, aprés dessiccation . SAN Sse thrash si rwealedey LOO ad ay 


Tézuments obtenus, aprés dessiccation . EASA Ty hs 11,46 
Cotyledons obtens, aprés dessiccation. . . . . . . . 2. . 93,09 
Germes obtenus, apres dessiccation. . 2... ...20~«: 0,87 
_ TEGUMENTS COTYLEDONS GERMES 
(8) Prises d’exsai, en gramme. . . 0,95 0,84 0,86 Seavey 
Cendies p. 100 de matiére séche. 8,63 Paha O6 6,98 ~ as 
Bore trouvé, en milligramme . 0,0075 0,00625 ONC ats et ae Z 
Bore par kilozramme, en mil- 
hicrammiress Gyrus 2224. A eye thea: 44,6 CR eS 


ESERE (Phytostygma venenosum (Balf.). 


(a) Nombre de graines utilisées : 100 


p: sant 463, 5 g..et, aprés dessiccation i, 2.04... . 0. 4418,5 g. 
Téguments obtenus, apiés dessiccation. ».......% 84,0 
Cotylédone obtenus, aprés dessiceation. . 2... 5.2... 3344 
Germes obtenus, aprés dessiccation.. ....... slgalve 0,396 “ 
TEGUMENTS COTYLEDONS GERMES ; 
(6) Prises dessai, en gramme. . 0,84 1,04 0,3) = 

Cendres p. 100 de matiére séche. 4,90 0,36 itd 
Bore trouvé, en milligramme . 0,04 0,00875 0,005 
Bore par kilogramme, en willi- 

PTAMUINES wey bee. As Riek) 8,7 12,8 

/ FEVE (Faba vulgaris Moenck.). 
fa) Nombre de grain»s utili-ées : 60 
pesant 411,93 g. et, aprés dessiccation ......... me Ida SOR, 
Téguments oblenus, aprés dessiccation .......... 414,40 
Cotyledons obtenus, apres dessiceation.. ... 2... | . . 84,48 AY 
Germes obtenus, aprés dessiccation . 2... .....- 0,698 
TEGU‘ENTS COTYLEDONS GERMES 
- (b) Prises d’essai, en gramme. . 0.70 0,70 0,70 

Cendres p. 100 de matiére 

SEGRE vein 4) 3,93 3,64 4,24 
Bore trouvé, en milligr amme. 0,04 0,0075 0, 00875 
Bore par kilogramme, e en mil- 

ligrammes. 5.3) - <n 7 «4453 40,7 42,5 


FEVE TONKA (Coumarouna odorata Aub.). 


(a) Nombre de graines utilisées : 60 


pesant 120,91 g. et, aprés dessiccation. .......- oop ion W238" 2. 
Téguments obtenus, aprés dessiccation ... 1... 15+. 41,82 
Cotvlédons obtenus, aprés dessiccation. .. 2... - ~~ 99,36 


Germes obtenus, aprés dessiccation . ...s...--+-- 4,20 
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TEGUMENTS COTYLEDONS GERMES 
(b) Prises d’essai, en gramme... 0,97 0,98 4,00 
Cendres p. 100 de matiére.séche. 7,32 2,65 71,40 
Bore trouvé, en milligrammeé. . . 0,01 0,00875 0,01 
: Bore par kilogramme, en milli- ; 
grammes. . . 6... Benes ace sae) 8,9 40,0 


Nous avons étudié ensuite le Marron d’Inde dans lequel le 
germe, conique, recourbé en bec dans sa partie radiculaire, aplati 
et élargi, presque lamellaire dans cellé qui s’attache aux cotylé- 
dons, est d’assez grandes dimensions, ce qui nous a permis d’en 
analyser séparément les deux parties. Nous avons alors trouvé 


MARRON DINDE (desculus hippocastanum L.). 


(a) Nombre de graines utilisées : 25 
pesant aprés dessiccation a lair libre 504,5 5 et aprés 
dessiccation ailétuves* face oh seu aire yaioe Geet ae OCR OEE) 

Téguments obtenus, aprés dessiccation. . . . 

Cotylédons obtenus, aprés dessiccation. . ee 
: ‘ Germes, partie conique, aprés dessiccation 
Ber IK 2 Germes partie lamellaire, aprés dessiccation. . 

Germes entiers . eres : 


GERMES 


TEGUMENTS 
COTYLEDONS 


lamellaire 


(0) Prise d’essai, en gramme. . . 
Cendres p. 100 de matiére séche. 
Bore trouvé, en milligramme .| 0,0075 | 0,040 | 0,0075 
Bore par kilogramme, en mil- 
gta t ligrammes . clears otk 


1,5 WAj4 44,7 


v (1) La graine du marronnier contient au moment ow on la tire de sa coque mire et déja 

: déhiscente la moitié de son poids d’eau; en séchant a l’air libre, A la température du labo- 
ratoire, elle en perd environ les 4/5. Dans le lot de graines, amené 4 ce dernier état, dont 
nous nous sommes servis, il y avait (déterminé par chauffage a {006¢ & I’étuve électrique) 
90,1 de matiére séche En nombres ronds, les chiffres figurant dans le tableau II peuvent 
donc étre rapportés 4 la matiére fraiche en les multipliant par 0,5 et A la matidre séchée 
a lair par 0,9. 


f 


Nous avons examiné aussi la Noix de Para dans laquelle 
l’amande est formée exclusivement par le germe, sans cotylédon ni 
albumen. Ce germe est trés développé (il peut peser normalement 
plus de 10 g.) et parait formé, a l’ceil nu, d’une masse homogéne,. 
sans distinction en radicule, tigelle et gemmule, comme c’est au 
contraire le cas dans un grand nombre de graines. Aprés ]’avoir 
débarrassé de la couche tégumentaire mince qui y adhére, nous 
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l’avons sectionné arbitrairement en trois parties : les deux extré- 
mités que nous appellerons, d’aprés leur situation dans la graine, 
extrémilté radiculaire et extrémité gemmulaire, ayant chacune envi- 
ron le dixiéme du volume total, et la masse centrale, appartenant 
tout entiére 4 la tigelle, du volume des quatre cinquiémes restant. 
Les diverses parties de cette amande ont donné 4 |’analyse, les 
chiffres étant toujours rapportés a la matiére séchée a 100° : 


NOIX DE PARA (Bertholletia excelsa Humb., Bomp. et Kunth). 


(a) Nombre de:graines utilisées : 3 
pesant 30,3 g. et, aprés dessiccation. 
Coques, aprés dessiccation 
Teguments, aprés dessiccation 
Extrémités radiculaires, aprés dessiccation 
Partie centrale, aprés dessiccation 
Extremités gemmulaires . 


PARTIE 
centrale 


i=] 
z 
= 
=) 
i) 
‘= 
& 


EXTREMITES 
radiculalres 
FXTREMITES 
gemmulaires 


(6) Prises d’essai, en grammes... . . 0,85 
Cendres p. 100 de matiére séche . .| 3,85 
Bore trouvé, en milligramme . .| 0,00875 
Bore par kilogramme, en milligrammes . | 10,3 


Ow 
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Les résultats de ces diverses analyses prouvent que le bore est 
répandu dans toutes les parties de la graine, mais pas d’une ma- 
_niére uniforme. 

Une premiére différence apparait entre le tégument et ]’amande : 
sauf dans la graine de Marronnier d’Inde, ot le tégument est trés 
épais, il semble que cette partie de la graine renferme, en général, 
une proportion de bore plus élevée que l’amande. I] n’est pas 
impossible que le tégument ait un autre rdle que celui de protéger 
Vembryon végétal, qu’il intervienne d’une maniére plus active par 
les substances et, en l’espéce, le bore qu’il renferme au moment 
de la germination. 

Dans ses recherches sur la localisation des principes actifs des 
Cruciféres, Léon Guignard a reconnu autrefois (8) que le ferment 
soluble appelé myrosine est localisé en d’autres cellules des coty- 
lédons de la Moutarde noire que le myronate de potassium ; qu’une 
telle séparation du ferment et de |’hétéroside se retrouve dans les 
graines de Radis, de Giroflée, de Cardamine et de beaucoup 
d’autres plantes de la famille des Cruciféres ; mais, que dans le 


(3) J. de Botanique, 1890. 
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cas de la Lunaire ou Monnaie du Pape et de quelques autres 
plantes de la méme famille, I’hétéroside se trouvant toujours dans 
l’amande, la myrosine est localisée presque tout entiére dans le 
tégument de la graine. oN 

Cette observation remarquable nous a donné |’idée de doser le 
bore comparativement dans les téguments et dans l’amande de la 
Lunaire. Suivant un artifice indiqué par Guignard, nous avons mis 
les graines a gonfler entre des feuilles de papier a filtre mouillé 
jusqu’a ce qu’il soit devenu possible de séparer les deux parties 
4 analyser a l’aide d’un scalpel. Nous avons trouvé en opérant sur 
235 graines, qui ont fourni aprés dessiccation 4 100°, 0,92 g. de 
téguments et 3,95 g. d’amandes : 


LUNAIRE (Lunaria biennis (L.). 


TEGUMENTS AMANDES 
Prises d’essai, en gramme. ......... 0,92 0,97 
Cendres p. 100 de matiére séche. ...... 5,43 2,37 
Bore trouvé, en milligramme ........ 0,0125 0,04 
Bore par kilogramme, eu milligrammes. .. 13,6 10,3 


résultats qui sont en accord avec la régle de répartition du bore 
signalée plus haut. 

On est fondé a supposer qu’au moment de la germination, le 

bore, présent dans le tégument sous forme d’acide borique ou de 
borate soluble, pénétre dans |’embryon, comme le fait la myrosine 
de la Lunaire, et favorise, par modification du pH ou autrement, 
les conditions de l’activité cellulaire. 
_ Une autre différence porte sur la répartition du bore dans les 
diverses parties de ]’amande : d’une facon générale, c'est dans le 
germe, c’est-a-dire dans la partie de l’amande qui donnera nais- . 
sance a la plantule, que la proportion du métalloide est la plus 
élevée. I] semble méme, d’aprés les dosages effectués dans les 
germes de Marron d’Inde et de Noix de Para, qu’il y a davantage 
de bore aux extrémités, notamment du cdté de la gemmule, que 
dans la partie centrale ou tigelle. 

Nous avions reconnu,,au cours de nos recherches sur la répar- 
tition du bore dans les organes des végétaux, que ce métalloide 
existe en plus grande proportion dans les parties les plus jeunes 
et les plus actives, en particulier dans la portion terminale de la 
tige (4). I] est intéressant de constater, en se placant au point de 
vue du réle joué par le bore dans le développement des plantes, 
que la localisation relative observée d’abord dans les individus en 
période de croissance se retrouve déjA nettement indiquée a ]’état 
embryonnaire qu’ils présentent dans la graine. . 


(4) Ann, Inst. Past., 1938, 64, 104 ; 1940, 64, 87 et 264; 1940, 64, 
456 et 1941, 67, 154. 


LE BORE DANS LE GRAIN OE BLE, LA FARINE 
ET LE PAIN (1) 


par Gasrie, BERTRAND et Lazars SILBERSTEIN. 


D’aprés nos derniéres recherches sur la phytochimie du bore, 
ce métalloide n’est pas uniformément contenu dans la graine, il 
y présente, au contraire, une répartition spéciale, en rapport, 
semble-t-il, avec son rdle physiologique : en particulier, le germe, 
qui doit donner naissance a la plantule, est la partie de la graine 
qui renferme la proportion la plus élevée de bore (2). 

Etant donné que cet oligoélément se rencontre chez les ani- 
maux comme chez les plantes (8), il est trés probable qu’il inter- 
vient dans les processus vilaux des uns comme dans ceux des 
autres et l’on est autorisé a admettre son importance jusque dans 
les questions touchant a l’alimentation de Phomme. 

Des considéralions de cet ordre étaient déja intervenues dans 
le choix des graines que nous avons examinées antérieure- 
ment (4); elles nous ont conduits & essayer de pénélrer un peu 
plus loin encore dans la connaissance du mode de répartition du 
bore dans les graines en opérant sur des céréales et, plus préci- 
sément, sur le grain du blé. 

L’expression de graines, lorsqu’on parle de céréales, ne s’ap- 
plique pas, comme on sait, a des graines proprement dites, mais 
a une sorte de fruit dans lequel le péricarpe, accru et desséché, 
enveloppe complétement Ja graine et souvent méme y adhére au 
point de se confondre avec elle. Ce dernier cas est justement celui 
du blé et ce qu’on appelle alors l’enveloppe du grain ou, plus 
communément, le son est formé par les couches du péricarpe et 
du tégument de Ja graine soudées ensemble. Quant a |’amande, 
elle comporte deux parties: un albumen amylacé relativement 
volumineux et, situé latéralement, un petit embryon ou germe. 
La tigelle de ce dernier est entourée comme d’un manteau par un 
cotylédon dont l’épiderme est appliqué intimement contre |’al- 
bumen. 


(1) Ce travail, présenté A l’Académie des Sciences le 4 mai 1942, 
n’avait pu, par suite des circonstances, alors étre publié. 

(2) Ces Annales, 1945, 741, 440. 

(3) G. BertRanp et H. Acutaon. C. R. Ac. Sci., 1912, 456, 248 ; 
1913, 456, 732 et 2027. 

(4) Loc. cit. en (2). 
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Cette constitution s’oppose aA la séparation compléte des 


diverses parties du grain de blé. On peut seulement y parvenir 
et d’une maniére approchée a l’aide d’appareils perfectionnés de 
mouture. eis . 

Lorsqu’on le soumet a l’action du moulin, le grain éclate : 
lenveloppe est fragmentée en pellicules de dimensions variables , 
c’est le son proprement dit; l’albumen est transformé partie en 
farine fine et légére,:provenant de la région centrale, partie en 
farine grossiére et dense, qualifiée de gruau, provenant de sa 
région périphérique ; le germe est détaché, aplati et, selon les 
appareils, plus ou moins divisé. Par tamisage, on peut alors 
séparer une farine déjé assez abondante, fine, trés blanche, parce 
que trés amylacée, des gruaux de grosseurs diverses, des germes 
en partie vidés de leur contenu; enfin du son 4 la face interne 
duquel adhére une certaine proportion d’amande. Par des écra- 
sements et des tamisages successifs, en augmentant ce qu’on 
appelle le taux d’extraction, on peut retirer des gruaux et un peu 
du son de nouvelles quantités de farine qui, ajoutées a la pre- 
miére, augmentent peu a peu le rendement. 

Mais, quel que soit le degré de perfectionnement de l’appareil 
de mouture, on ne parvient pas aA séparer les couches qui 
dépendent du péricarpe de celles qui appartiennent au tégument 
de la graine (5). Il est méme déja difficile d’obtenir le son com- 
plétement exempt de restes d’albumen. 

Réciproquement, on ne peut moudre l’albumen, qui représente 
de 80 4 85 p. 100 du poids du grain, sans faire entrer dans la 
farine une certaine proportion de son. Et plus on tend, en pous- 
sant le taux d’extraction, 4 augmenter la quantité de farine, plus 
le travail mécanique désagrége |’enveloppe du grain et en intro- 
duit de fines particules dans le produit principal. 

De sorte qu’en définitive, la mouture peut étre utilisée de 
maniére a séparer : 1° en limitant le taux d’extraction a 70 p. 100 
environ, une farine blanche et légére, formée surtout de la portion 


(5) Dans le cas du riz cette séparation est, au contraire, trés aisée : 
on utilise d’ordinaire une contusion modérée pour ouvrir le péricarpe_ 
et en expulser la graine. En nous servant du scalpel, nous avons 
séparé de 160 graines de riz brut ou « paddy », provenant de Pondi- 
chéry : 38,43 g. de graines et 0,88 g. d’enveloppes dites « balles », dans 
lesquelles il y avait : 


CENDRES BORE 
p- 100 par kilegramme 
de matiére séche de matiére séche 
(Grainne: ns yo: eee ee ee 4,60 9,4 mg. 
Bale S occ Sh agua gae it ol ord eRe ee ae 26,05 9,3 mg. | = 


soit, a peu prés, la méme proportion de métalloide dans V’enveloppe_ 
du fruit et dans la graine. 


: 
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centrale de l’albumen; 2° en poussant ce taux d’extraction 
jusqu’a 85 p. 100, une farine représentant A peu pres la tolalité 
en poids de l’albumen, mais contenant une petite proportion de 
son, et 38° du son auquel adhére encore une trés faible quantité 
des cellules périphériques de l’albumen trés difficile a séparer 
complétement. M. le professeur Nottin, de l'Institut national 
agronomique, a bien voulu nous préparer des échantillons de 
ces diverses parties du grain a l’aide du modéle réduit de moulin 
a cylindre dont il dispose dans son laboratoire et nous remettre, 
en oulre, un échantillon de grains entiers et un échantillon de 
la fraction de mouture qui passe entre le premier et le second 
taux d’extraction. 

Pour ce qui est du germe, presque entiérement vidé de son 
contenu cellulaire par l’écrasement et, de ce fait, profondément 
changé dans sa composition, il n’est pas possible de s’en servir : 
on aurail des chiffres d’analyse trop inexacts. Nous avons tourné 
la difficulté de la maniére suivante. Des grains ont été placés 
dans une cuvette de porcelaine entre deux lits de papier a filtre 
mouillés. La cuvette a été recouverte d’une plaque de verre el 
abandonnée sur la table du laboratoire jusqu’au lendemain. Les 
germes avaient alors absorbé assez d’humidité pour étre gonflés et 
devenus séparables avec des aiguilles a dissection. En y mettant 
un peu de temps et de patience, nous avons séparé de la sorte 
400 germes dont le poids total, aprés dessiccation 4 +100°, était 
de 0,380 g., soit 2,34 du poids sec des grains. 

L’analyse de tous ces échantillons a été faite sur des prises 
d’essai voisines du gramme, sauf en ce qui concerne les germes, 
dont on a pris la totalité, et la dessiccation a eu lieu a poids 
constant par chauffage 4 + 100° dans une étuve électrique. Nous 
avons obtenu les résultats suivants : 


BORE 
par kilogramme 


MATIERE SECHE 
p- 100 


° 
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oO 
oD 
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i) 
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oO 
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em 
3 
[= 
=) 
= 
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de matiére fraiche 
en milligrammes 
de matiére séche 
en milligrammes 


Grain entier 
Farine a 71 p. 100 
Farine a 85 p 100. . 


me CFL DO De 
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L’examen de ce tableau montre que la répartition du bore dans 
Je grain de blé qui, soit rappelé en passant, appartient aux 
Monocotylédones, est étroitement comparable 4 celle que nous 
avons rencontrée en étudiant les graines de Dicotylédones : cette 
fois encore |’enveloppe protectrice de l’embryon et de sa réserve 
alimentaire renferme une proportion un peu plus élevée de meétal- 
loide que son contenu et, surtout, l’embryon ou germe (avec le 
petit cotylédon qui l’entoure), est. trés nettement la partie du 
grain ou se trouve relativement le plus de bore (6). 

En outre, quand on étudie les diverses régions de albumen, 
en allant du centre vers l’extérieur, on rencontre une proportion 
de bore d’autant plus grande que l’on-s’approche davantage 
de la couche périphérique. Ainsi, lorsqu’il y a seulement 
7 mg. et demi de bore par kilogramme de farine fraiche a 
71 p. 100 de taux d’extraction, formée presque exclusivement aux 
dépens du cceur de ]’albumen, il y en a déja prés de 9 mg. dans 
la farine 4 85 p. 100 qui doit son excés de rendement au remou- 
lage des gruaux, c’est-a-dire des couches les plus voisines de la\ 
surface. 

On peut calculer, a partir des résultats ci-dessus, les propor- 
tions de bore qui entrent dans le pain lorsqu’on le prépare avec 
des farines de taux d’extraction plus ou moins élevés. En tenant 
compte du fait que ces farines absorbent durant le pétrissage et 
retiennent aprés cuisson d’autant plus d’eau que Ja mouture a 
été plus poussée, en comptant que 100 kilogrammes de farine 
blanche a 71 p. 100 de taux d’extraction, de farine déja trés 
poussée 4 85 p. 100 et, enfin, de farine provenant de la conversion 
totale du grain, fournissent respectivement des. quantités voisines 
de 130, 140 et 150 kilogrammes de pain, on trouve qu’il doit y_ 
avoir dans un kilogramme de celui-ci 


En partant de farine @ 71 p. 100... . Environ 5.7 mg. de bore. 
En partant de farine 485 p.400. . . . . Environ 6.3 mg. de bore. 
En-partant de farine totale... . . . Environ 6,6 mg. de bore. 


I] n’y a pas A tenir compte des proportions comparativement 
négligeables de métalloide apportées par l’eau, la levure et. le 
sel (7). 


(6) Rappelons que le cotylédon du blé est de dimension réduite, que 
la réserve de la jeune plante est surtout contenue dans |’albumen. 

(7) G. Berrranp et M. AcutHon (Bull. Soc. -chim., 4 sér., 1914, 45, 
292) ont trouvé 2 mg. environ de bore par kilogramme de sel marin, 
mais on n’ajoute guére plus de 5 A 10 grammes de ce sel par _ kilo- 
gramme de pain. 


LA RAGE HUMAINE 
EN AFRIQUE EQUATORIALE FRANCAISE 


par J. CECCALDI, A. PELLISSIER, E. TRINQUIER, R. VARGUES. 


(Institut Pasteur de Brazzaville.) 


Vawcel et Saleun (1) dans une nouvelle contribution a l’étude de 
la rage canine en Afrique Tropicale en 1932 notaient dans leurs 
conclusions : « La rage humaine n’a pas encore été signalée en 
Afrique Equatoriale Frangaise ». 

En raison de la fréquence relative de l’affection qu’ils venaient 
d’observer chez les chiens indigénes et des morsures nombreuses 
qui en découlaient chez, une population peu avertie des consé- 
quences de tels accidents, ces auteurs s’étonnalent a juste titre 


et laissaient sous-entendre clairement que l’affection humaine ne 


tarderait pas a étre identifiée. 

En effet, dés juin 1933, Boisseau signalait le cas d’un jeune indi- 
géne mort a l’Hopital Général de Brazzaville cliniquement suspect 
de rage. L’émulsion en eau physiologique d’un fragment de son 
encéphale et son inoculation aux lapin, cobaye, chien détermina 
la mort de ces animaux, mais |’affection ne fut pas transmise par 
passages dans la suite. 

Le Bihan 4 Bangassou et Lumaret 4 Zémio posent aussi le dia- 
gnostic clinique de rage humaine en 1935 et 1936. 

En 1941 enfin, nous avons relaté dans le Rapport sur le fonc- 
tionnement technique de l'Institut Pasteur les observations d’un 
Européen mort 4 Largeau (Tchad) des suites d’une morsure par 
chien suspect, en présentant une symptomatologie classique (obser- 
vation du D* Mauric) et celle d’un indigéne de Bambari (Ouban- 
gui-Chari) & la symptomatologie assez fruste qui mourut cinquante 
et un jours aprés avoir été mordu a la joue par_un chien suspect 
malgré un traitement tardif et timoré a la fois (observation du 
Dt Samara). 

En dehors du cas signalé par Boisseau, ces observations ne 
firent pas l'objet de prélévement ni d’essais d’isolement du virus. 

Le cas que nous rapportons aujourd’hui, et les conditions privi- 
légiées dans lesquelles nous travailllons, ont permis d’isoler un 


(1) M. Vaucen et G. Sateun. Rage canine en Afrique Equatoriale 
Francaise. Bull. Soc. Path. erot., 1932, 25, 1013. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 74, ne* 14-42, 1945. 
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virus rabique d’origine humaine. Son entretien, sa transmissibilité 
au lapin, au cobaye et au chien et les épreuves d’immunité croisée 
avec un virus rabique vrai auxquelles nous avons procédé, com- 
plétent les acquisitions antérieures et font la preuve indiscutable 
de l’existence de Ja rage humaine en Afrique Equatoriale Fran- 


caise. 


OssERVATION. — Marie-Josée, fillette d’environ huit ans, a été mordue 
au niveau du deltoide gauche le 31 octobre 1943 par un chien qui serait 
mort dans les soixante-douze heures. Le traitement antirabique est 
commencé le 1° novembre, vingt-quatre heures environ aprés la mor- 
sure et 5 c.c. de vaccin & 1/100 de matiére cérébrale, phéniqué a 
0,5/100 sont injectés chaque jour sous la peau de l’abdomen du 1 au 
16 novembre ; le 17 l’intéressée ne se présente pas a |’Institut Pasteur, 
le 18 novembre elle est revue A 9 heures du matin et présente de la 
fiévre qui aurait débuté le 16 dams l’aprés-midi, des tremblements, du 
strabisme paralytique, de la diplopie ; les réflexes rotuliens sont vifs. 
Elle est alors admise 4 l1’Hépital avec le diagnostic de rage probable en 
raison de ses antécédents bien plus que compte tenu de la sympto- 
matologie découlant de l’examen sommaire pratiqué. 

Les renseignements cliniques qui suivent nous ont été fournis par 
le D*t Grosperrin. 

A Ventrée & Vhopital la température est de 40°5, pouls trés rapide. 
Au cours de l’examen, la petite malade gémit au moindre contact. 
Hyperesthésie cutanée trés marquée. 

Les réflexes achilléens, rotuliens sont trés vifs, le moindre petit choc 
dans la région tendineuse semblant se répercuter a tout le corps ; on 
arrive 4 faire tenir la petite malade assise dans son lit. 

Le Babinski est impossible 4 rechercher, le grattage de la plante du 
pied entrainant un mouvement de triple retrait, non seulement du 
coété examiné, mais aussi de |’autre. 

Du point de vue oculaire : hyperesthésie 4 la lumiére ; par moment 
il existe du strabisme interne bilatéral qui céde puis réapparait. 

Léger spasme du pharynx génant la déglutition de leau. 

Une goutte épaisse faite 4 l’entrée n’a pas montré d’hématozoaires. 
Malgré cela la malade a recu 0,50 g. de quinine intramusculaire, 
2 c.c. d’huile camphrée et un lavement froid. 

Le soir la température est a 40°9. ‘ 

Elle recoit : huile camphrée 5 c. c. 

Urotropine intra-veineuse 0,50 g. et un Javement froid. 

Une ponction lombaire Arotiquee le 18 novembre a donné les résul- 
tats suivants : 

Liquide s’écoulant goutte 4 goutte mais la tension n’a ‘pas été mesu- 
rée au Claude. ; 

Cellule : 122 = majorité lymphocytes. 

Albumine : 0,40. 

Absence de germes a l’examen direct et aprés culture de quarante- 
huit heures. 

Le 19 température du matin 4 39°4, soir 4 40°2. 

Méme état. 


| 
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24 novembre 1943. |Cerveau Marie-Josée. 4h. |Lapin 1417.) 419° j 20° j 
‘44 décembre 193. Lapin 41417. 4 j. Survie 
2 janvier 1944. . Lapin 4417. - Jer passage.| 23 j. |Lapin 1436.| 43° j. 43° j 
20 janvier 1944... Lapin 1436. 2° passage.| 6 j. |Lapin 1446.| 12° j. ASI 
6 février 1944 .. Lapin 1446. 8° passage.| 5 j. |Lapin 1450.) 44° j. 42° 4 
22 février 1944 . . Lapin 1450. 4° passage | 5 j. |Lapin 1462.) 44° j. A103] 
44 mars 1944... Lapin 1462. 5° passage.| 3). |Lapin 4474.| 43° j. 44e j 
26 mars 1944... Lapin 1474. 6* passage.| 2 j. |Lapin 1428.) 10° j. 42° j 
mo avril 1944... Lapin 41482. 7° passage.| 66 h. |Lapin 1490.| 40° j. Asien 
M avril 1944... Lapin 1490. 8¢ passage.| 2}. |Lapin 1499.]  12¢ j. 13° 
~8 mai i944 ... Lapin 41499. 9° passage.| 5 j. |Lapin 1504.)7¢ au 43¢j.| 44° j 
(24 mai 1944... Lapin 1504. 40° passage.| 3 j. |Lapin 41543.) 43° j. 43¢ j 
mo juin 4944... . Lapin 1513. 41¢ passage.| 30 h. |Lapin 4543.) 44° j. 13° 4 
49 juin 1944, . . Lapin 1523. 12° passage.| 2 j. |Lapin 1529./ 13° J. q4e j 
4 aout 1944 ... Lapin 1529. 13° passage.| 31 j. |Lapin 1543.| 43+ }. 16° j 
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Méme traitement. Urotropine et huile camphrée. 

Le 20 au matin 39°5, le soir 40°5. 

L’hyperesthésie cutanée a augmenté. La malade sursaute et pré- 
sente quelques crises de contracture. sous l’influence d’un bruit et 
d’un contact. 

L’essai de déglutition d’une cuiller & soupe d’eau provoque une 
contracture du pharynx et l’eau est rejetée. 

La petite malade devient peu & peu comateuse et meurt le 20 novem- 
bre 1943 4 19 heures. 

L’autopsie a lieu le 21 4 8 heures : prélévement en masse, aseptique- 
ment, de tout le contenu de la boite cranienne. 

Les inoculations pratiquées donnent les résultats suivants 


Transmission au lapin (inoculation intracérébrale). 


En dehors de l’échec noté a |’occasion du premier passage de 
lapin a lapin, mais réussi chez un second animal inoculé avec 
une émulsion du méme cerveau, nous n’avons pas nolé de difficul- 
tés dans la transmission du virus 4 cet animal au cours des treize 
passages effectués. Notre virus s'est comporté comme un virus 
rabique ordinaire. 

La transmission au cobaye ne donna leu 4 aucune constatation 
particuliére. Le lapin-n® 1438 inoculé par voie intracérébrale le 
5 janvier 1944 a partir du cerveau du cobaye 2510 conservé dix- 
sept jours dans Ja glycérine au frigidaire fut paralysé le quinziéme 
jour et mourut le seiziéme. 


Transmission au chien. — Le chien A de race locale fut inoculé par 
voie intracérébrale le 11 octobre 1944 avec 0,3 c. c. de l’émulsion d’un 
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Transmission au cobaye (inoculation intracérébrale). 


DATES 


2 décembre 1943. 


5 janvier 1944. 


N\ 
PROVENANCE 


\ : i 
Cerveau Marie-Josée. 


Cobaye 2510. 


CONSERVATION 
en glycérine 


Mj. 
17 j. 


INOCULATION 
a 
PARALYSIE 
MORT 


Cobaye 2509.|418° j.| 20° j. 
Cobaye 2510.) 48° j. 20° j. 
Cobaye 2517.) 15° j.|  15* j. 
Cobaye 2518. 10°); 
(trouré mort). 


fragment du cerveau du lapin 1556 conservé dans de la glycérine au 
frigidaire depuis le 21 aofit 1944, soit pendant cinquante et un jours. 


Le 21 octobre a 


nimal agité. 


Le 22 octobre aboiements persisiants. 

Le 22 octobre parésie légére. 

Le 24 octobre paralysie compléte (quatorziéme jour de | inoculation). 

Le 25 octobre animal couché. 

Le 26 octobre meurt dans la matinée au sciziéme jour. 

Aprés une courte période d’excitalion ce chien ne s’est jamais montré 
agressif et n’a jamais cherché 4A mordre 


forme paralytique. 


: il a présenté une rage a 


Expériences d’immunilé croisée. — Dans la premiére série de 
nos expériences les lapins vaccinés a |’aide du virus fixe Paris ont 
élé éprouvés avec le virus Marie-Josée. Ne pouvant obtenir a 
différentes reprises l’infection du lapin témoin avec le virus fixe 
Paris inoculé dans la chambre antérieure de |’ceil, nous avons da 
poursuivre nos expériences de contre-épreuve avec le virus fixe 
de Brazzaville (virus jeune chien) isolé ici méme en 1982. 

Ce virus entretenu depuis parallélement au virus fixe Paris se 
trouvait fin 1943 4 son deux cent quarante-quatriéme passage. II 
a fait objet en 1933 d’une expérience d’immunité croisée liden- 
lifiant au virus fixe Paris, il détermine réguliérement, au huitiéme 
jour, la mort du lapin inoculé par voie intracérébrale. 


A. Lapins vaccinés virus fixe Paris, éprouvés avec le virus Marie-Josée. 
— a) Les lapins 1517 et 1518 recoivent les 29 et 31 mai et le 2 juin 1944 
respectivement, par voie sous-cutanée, 50 c.c. d’une émulsion de la 
moitié d’un cerveau de lapin mort du virus fixe (les cerveaux utilisés 
1508, 1515 et 1516 ont séjourné vingt-cing, vingt et quinze heures dans 


1’éther). 


Le 21 aot 1944 ces deux lapins sont éprouvés avec le virus Marie- 
Josée et recoivent dans la chambre antérieure de l’ceil quelques gouttes 
de l’émulsion du cerveau lapin n° 1543 conservé deux jours en gly- 


cérine. 


: 
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sai lapins 1517 et 1518 observés pendant trois mois n’ont rien pré- 
sen 

b) Lapin 1556 (témoin virus Marie-Josée) recoit le 21 aodt 1944 dans 
la chambre antérieure de l’c@il quelques gouttes de l’émulsion du 
cerveau lapin 1543. 

Parésie le 8 septembre 1944. 

B. Lapin vacciné Marie-Josée, éprouvé avec le virus fixe Brazzaville 
(virus jeune chien). — a) Lapin 1533, regoit les 4, 6 et 8 juillet 1944, 
sous la peau, 50 c. c. d’une émulsion d’un demi cerveau de lapin mort 
du virus Marie-Josée (lapins 1528 et 1529 dont les cerveaux ont séjourné 
vingt-cing, vingt et quinze heures dans 1’éther). 

Le 21 aott 1944 le lapin 1533 recoit dans la chambre antérieure de 
Voeil quelques gouttes d’une émulsion du cerveau lapin n° 1539 (virus 
fixe Brazzaville) conservé dix-huit jours en glycérine. 

Le lapin 1533 suivi pendant trois mois n’a rien présenté. 

b) Lapin 1555 (témoin virus Brazzaville) recoit le 21 aot 1944 dans 
la chambre antérieure de ]’ceil quelques gouttes de 1’émulsion du cer- 
veau lapin n° 1539. 

Paralysie et mort le 3 septembre 1944. 


EXAMEN COMPLEMENTAIRE. — Un fragment du cerveau Marie- 
Josée fut adressé a ]’Institut Pasteur d’Alger (2) aux fins d’exa- 
men histo-pathologique ; ses résultats s’établissent ainsi: « Pré- 
sence de corps de Negri trés rares et trés fins dans quelques neu- 
rones du fragment de substance cérébrale examiné ». 


Conciusions. — La jeune Marie-Josée mordue profondément au 
niveau du deltoide gauche par un chien suspect de rage meurt 
vingt et un jours aprés, au cours du traitement antirabique institué 
dés le lendemain de la morsure. 

Nous avons isolé a cette occasion, pour la premiére fois en Afri- 
que Equatoriale Francaise, par inoculation intracérébrale au Japin 
d’une émulsion obtenue en reprenant dans de |]’eau physiologique 
un fragment de substance cérébrale, un virus rabique d’origine 
humaine ; les épreuves d’immunité croisée avec le virus fixe de 
l'Institut Pasteur de Paris l’identifient 4 un virus rabique authen- 
tique. 

L’isolement de ce virus rabique vrai apporte la preuve indiscu- 
table de l’existence de la rage humaine en Afrique Equatoriale 
Francaise. De par son comportement chez le lapin, le cobaye et 
le chien et les résultats de ]’examen histo-pathologique pratiqué, 
ainsi que compte tenu du traitement par virus tué institué, le virus 
rabique isolé est un virus des rues. 

Ce cas de rage humaine survenu au cours du traitement ne peut 


(2) Nous exprimons 4 M. le Professeur Sencenr et au D’ HERRENBERGER 
notre sincere gratitude pour l’aide qu’ils nous ont consentie. 
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Clre porté au passif de la méthode ; il témoigne d’une virulence 
actuelle certaine du virus rabique africain pour homme. 

Il s’ensuit que dans la pratique la vaccination des personnes — 
mordues par des animaux suspects doit étre instituée et conduite 
rigoureusement suivant les mémes modalités adoptées en Europe 
occidentale et en Afrique en général. 

Le vaccin actuellement préparé par l'Institut Pasteur de Braz- 
zaville titre 5 p. 100 de matiére cérébrale et 1 p. 100 d’acide phé- 
nique. 


SUR LE NITROSOSULFURE DE FER 
OU SEL DE ROUSSIN — ACTION ANTISEPTIQUE 


par M=:* A. DOBRY et F. BOYER. 


(Institut de Biologie physico-chimique.) 


Le nitrososulfure de fer de la’ série noire, le complexe [Fe,S, 
(NO),] Na, a un pouvoir antiseptique remarquable. Ce complexe a 
été découvert par Roussin en 1860; son action biologique et son 
comportement biochimique n’ont guére été étudiés. D’aprés les 
expériences préliminaires et non publiées de J. Duclaux et M. Gal- 
laud, le nitrososulfure (N. S. F.) tue trés rapidement les proto- 
zoaires a des concentrations d’environ 1/500000, empéche la crois- 
sance des racines de divers bulbes, etc. Ces données étant insuffi- 
santes, nous avons entrepris une étude approfondie du pouvoir 
antiseptique de ce sel. 

I] existe deux séries de nitrososulfures de fer, l'une nommée 
série noire, par suite de la couleur de ses sels, de composition 
[Fe,S,(NO),|Me ot Me est un métal alealin. Le. sel de sodium 
est relativement peu stable 4 la Jumiére et en présence de |’humi- 
. dité ; celui de potassium est beaucoup plus stable, pouvant étre 
conservé pendant des mois dans le dessiccateur ; les sels de rubi- 
dium et de cesium sont stables. Dans nos recherches nous nous 
sommes d’abord servis du sel de sodium, puis, par raison de com- 
modité, de celui de potassium. Nous appellerons ces sels les rous- 
sinates. 

La seconde série, la série rouge, a pour formule [FeS(NO).] Me. 
Ces sels se transforment facilement dans ceux de la série noire. 
I] existe des complexes qui se rattachent a ce groupe, mais dans 
lesquels le soufre est remplacé par le radical. hyposulfite S,O,, de 
sorte que leur composition est [Fe(NO),S,0,| Me. Nous avons em- 
ployé le sel de potassium de cette série. 

Presque toutes nos recherches ont été effectuées avec les sels 
de la série noire ou roussinates. 

Les roussinates ont des propriétés remarquables pour des sels 
purement minéraux : ils sont solubles dans Ja plupart des sol- 
vants organiques et méme plus solubles dans certains d’entre 
eux (comme |’éther, l’acétone) que dans -l’eau, ils teignent la 
laine, l’acétate de cellulose, la peau [4]; ils sont des désensibilisa- 
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teurs photographiques trés efficaces [2]; ils donnent avec des 
bases organiques azotées des combinaisons trés peu solubles qui 
peuvent servir a l’isolement de ces bases. (Voir le premier me- 
moire de l’une de nous sur le itrososulfure de fer) [8]. Les obser- 
vations qui suivent vont encore augmenter le nombre de leurs 
propriétés remarquables, de sorte que ces complexes apparai- 
tront comme doués d’un ensemble de propriétés spécifiques qui 
leur assurent une place a part parmi les complexes minéraux. 

Dans nos recherches sur le pouvoir antiseptique des roussinates 
nous nous sommes adressées aux cas les plus simples, a Ja crois- 
sance des organismes inférieurs, cultivés dans les milieux de pré- 
{érence synthétiques, composés de substances chimiquement défi- 
nies. Si Je milieu devait contenir un extrait naturel, par exemple, 
le suc de Lebedew, on l’ajoutait a4 des doses juste nécessaires au 
maintien normal de la culture. 

Parmi les organismes inférieurs examinés par nous, certains 
possédaient des signes extérieurs de vie (tel le mouvement pro- 
pre des protozoaires), les autres n’en possédaient pas. Aussi, 
pour étendre nos observations, nous employons comme test de la 
toxicité non seulement le pouvoir de multiplication, mais dans les 
cas ov c’était possible, la disparition des signes extérieurs de 
vie. Le premier test se base sur la méthode statistique, le second 
sur ]’observation directe. 


MsrHODE D’ OBSERVATION DIRECTE. 


I. MouvEMENT PROPRE DES PROTOZOAIRES. — Le protozoaire em- 
ployé était une souche du flagellé Polytomella ceca. Elle a été 
aimablement mise a notre disposition par M. A. Lwoff, auquel 
nous adressons nos remerciements. Ce protozoaire a ]’avantage de 
pouvoir vivre dans un milieu de culture purement synthétique, et 
ia composition du milieu a été soigneusement étudiée par 
A. Lwoff [4]. Nous avons employé son milieu n° 1. La culture 
examinée contenait environ 200 flagellés par millimétre cube. Elle 
était mélangée en proportion égale avec des solutions aqueuses de 
roussinate de potassium et examinée immédiatement sous le 
microscope. 

Les flagellés de plusieurs autres espéces examinées ont a peu 
prés Ja méme sensibilité vis-a-vis du nitrososulfure de fer. A 
concentration d’environ 1/250000 le sens du mouvement est 
inversé. L’inversion du mouvement sous l’action des substances 
chimiques est connue, elle a été observée sur l’infusoire cilié Spi- 
rostome par Serfaty sous |’action de la choline, de la pilocarpine 


et de ’atropine, mais 4 des concentrations incomparablement plus 
grandes, de l’ordre de m/15 [5]. 
/ 
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~) 


CONCENTRATION FINALE 
du N.S. F. OBSERVATION SOUS LE MICROSCOPE 


Wan oper? nl Cake es Sat ks Tous les flagellés sont en mouvement. 

1.10 —® M/L, soit 1: 1.900.000 .|50 p. 100 de f'agellés sont immobilisés au 
bout de trente secondes. Ils ne reprennent 
pee leur mouvement vingt minutes aprés. 

es flagellés non immobilisés se compor- 

é tent normalement. 

5,5 10 —® M/L, soit 4 : 330.000 .|Immobilité immédiate d’environ 80 p. 100 
de flagellés. Cessation totale de tout mou- 
vement au bout de deux minutes. 

1,1.10 —5 M/L, soit 1 : 170.000 .|Immobilité totale immédiate. 


Il. Action pU NITROSOSULFURE DE FER SUR LES COURANTS CYTO- 
PLASMIQUES DANS LES CELLULES D Elodea canadensis. — Nous avons 
suivi la technique de perfusion utilisée par Mlle S. Bazin [7]. 
D’aprés les résultats indiqués dans le tableau ci-dessous, on voit 
que les cellules d’Elodea canadensis sont beaucoup moins sensi- 
bles que les bactéries, les protozoaires ou Jes levures examinés 
par nous. I] peut se faire que la pénétration du nitrososulfure de 
fer a travers la membrane cellulosique épaisse soit difficile, car 
le nitrososulfure de fer se fixe de préférence sur des cellules 
jeunes, en état de croissance, ne possédant pas encore de mem- 
brane épaisse. 


CONCENTRATION 


du N.S.F. OBSERVATION MICROSCOPIQUE 


. |Contact des feuilles avec la solution de nitrososulfure de fer 
pendant trois minutes. Arrét des courants au bout de cing 
a dix minutes. Apparition ultérieure de la granulation du 


protoplasme et pepe seer des chloroplastes. Colora- 


tion du noyau et des emeeropiartes: 
.|Ralentissement de la vitesse des courants protoplasmiques 
au bout de vingt minutes. Arrét presque total au bout 
de quarante minutes. Aucune coloration, ni granulation 
au bout de ce temps. ; 
.|Aucune action visible sur les cellules au bout de trente mi- 
nutes. 


METHODE STATISTIQUE BASEE SUR LA DETERMINATION DE LA CROISSANCE. 


Par cette méthode nous avons étudié les microorganismes aéro- 
bies suivants : les levures Torula utilis et Schizosaccharomyces 
pombe ; l’Aspergillus niger, Phycomyces blasketeanus et les bac- 
téries Bacillus coli, B. subtilis et B. megatherium ; en plus, la 
bactérie anaérobie Saccharobutyricus mobilis de Schattenfroh et 


Grassberger. 
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Les milieux de cullure étaient les suivants : 


B. coli : milieu minéral glucosé, employé par Nitti, Mme Tréfouél et 
Lwoff [6]. a4 

Levure ; milieu minéral glucosé, addilionné de 5 p. 1.000 de suc de 
Lebedew, suivant les indications de Bernhauer, Gdrungschemisches 
Praktikum, 1939, 91, pH : 6,8 ; température : 28°. 

Aspergillus niger: milieu minéral glucosé d’aprés Czapek ; tempéra- 
lure’: 37°. 

B. saccharobulyricus mobilis : milieu minéral glucosé de Neuberg 
et Arinstein, Biochem. Z, 1921, 117, 269, additionné de pyruvate de Na, 
asparagine, lysine, méthionine, p-alanine 4 0,2 p. 100, de l’amide nico- 
tinique et d’aneurine & 0,02 p. 1.000, et de suc de Lebedew 4 0,2 p. 100, 
température : 37°. 

B. subtilis. Méme milicu que pour le B. saccharobutyricus mobilis, 
mais sans suc de Lebedew, température : 37°. 

B. megatherium. Milieu minéral glucosé, additionné de 3 p. 100 de | 
citrate de sodium. 

Phycomyces. Milieu de Schopfer (W. H.) et Jung (A.). Arch. f. Micro- 
biol., 1935, 6, 510 ; 1936, 7, 551 ; 1937, 8, 231. 

Température ambiante. 

Aprés la stérilisation, Ics fioles ou les tubes 4 essai étaient addition- 
nés en série de quantités croissantes de la solution aqueuse du rous- 
sinate. La croissance des bactéries était déterminée par ]’augmentation 
du trouble du milieu, celle de la levure par la numération des cellules, 
celle du Phycomyces par la pesée du voile au bout de.dix jours. 

L’ensemencement était en général faible, sauf pour le Phycomyces ; 
pour les bactéries : I goutte de la suspension des bactéries, obtenue en 
délayant HI gouttes de la culture en plein développement dans 5 c. c. 
Pour la levure : 100 celiules par millimétre cube, sauf dans les expé- 
riences portant sur la détermination de la dose antiseptique en fonc- 
tion du nombre de cellules ensemencées. 


Pour toutes les espéces étudiées, les roussinates se sont révélés 
comme trés toxiques. Cette toxicité est d’autant. plus remarquable 
qu'il. s’agit d’un se] minéral ne contenant aucun métal lourd toxi- 
que, ni aucun groupe reconnu toxique a des doses aussi faibles. 
[ls ont une action bactéricide ; 4 des doses plus faibles elle est 
bactériostatique, mais la zone d’action bactériostatique est étroite. 
Au dessous de Ja concentration limite, indiquée sur le tableau I, 
action des roussinates est nulle. 

On voit, d’aprés le tableau, que les espéces aérobies sont aussi 
sensibles envers les roussinates que les espéces anaérobies. Le 
potentiel d’oxydoréduction des roussinates étant d’ailleurs r = 16, 
ils ne se classent ni parmi les oxydants, ni parmi les réducteurs 
forts. 

Pour certaines espéces de microorganismes, l’action bactério 
stalique se manifeste par un temps de latence avant la reprise de 
Ja multiplication normale. Ce temps de latence est d’autant plus 
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B. succharobutyricus mobilis.| 
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TABLEAu I 


DOSE 
non active 


4.40 —§ m/l, 
soit 4 : 450.000 
3.40 —7 m/l, 

: 6.000.000 

4.40-&m/l, 
: 4 800.000 
4.40 — Smn/l, 
: 4.800.000 
6. 10 —im/l, 
3 000.000 
5.40>- t m/1, 
3.000.000 


Oet 9.1077 
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DOSE 
bactériostatique 


7.40 —®© & 4,3:40— 5 m/l 
4: 260.000 &4 : 4.400.000 
4408 a 3340- -8-m/l 
14:4.800.000 & 4 : 600.000 
2.40-8& 9.40—5 m/l 
4 : 900.000 a 4 : 200.000 
6.10 —-§ & 4.40 -> m/l 
4: 300.000 a 1 : 45.000 


4 


1.10-6& 3.10—6 m/l 
:1 800.000 a4 : 600.000 
1.40-6 & 3.40—6 m/l 


4:41.800.000 a4 : 600.000 


4.10—6 m/l 
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440-6 m/l 
4: 480.000 
4.40 —& m/l 
4 : 450.000 
3.10 —§ m/l 
4 : 600.000 


7192 HEURES 


Croissance de la levure Yorula wtilis en fonction de la quantité 


de 


N.S.F. ajoutée. Les chiffres indiquent la concentration finale en mol./litre. 


grand que la dose de nitrososulfure de fer ajoutée est plus élevée. 
Elle peut atteindre trois semaines pour la levure. Au bout de ce 
temps, la levure reprend spontanément sa multiplication normale. 
C’est ainsi qu’on se rend compte que la levure, inhibée dans son 
pouvoir de multiplication, n’est pas morte en réalité. Au-dessus 
d’une certaine dose en N. S. F. la levure perd totalement son pou- 
voir de multiplication, et repiquée dans un milieu normal, ne se 
divise plus (voir fig.). 


a 
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Pour les autres espéces de microorganismes, i] est plus difficile 
de mettre en évidence la zone bactériostatique des roussinates. 
Par exemple pour le B. coli Je retardement en croissance est rela- 
tivement faible, ne dépasse: guére vingt-quatre heures. Si au bout 
de quarante-huit heures la culture ne présente pas de signes de 
croissance, elle n’en présente pas davantage ultérieurement. 

Les nitrososulfures de la série rouge (FeS(NO),] Me sont aussi 
toxiques, mais indirectement, a la suite de leur transformation, 
sous ]’influence du milieu, dans les sels de la série noire. La dose 
bactéricide est environ quadruple ; en effet quatre molécules du 
sel rouge donnent en se decoripossn: une molécule de la série 
noire. 

Les sels de Ja série rouge qui n’ont pas de sels correspondants 
de la série noire, par exemple [Fe(NO),S,0,] K, et qui ne peuvent 
pas, en conséquence, les donner par décomposition, ne sont pas 
toxiques. 


ACTION DU NITROSOSULFURE DE FER SUR LES ORGANISMES SUPERIEURS. 


Nous avons aussi pensé a l’action du mitrososulfure de fer sur 
les étres supérieurs ; malheureusement les circonstances actuelles 
n’ont pas permis de faire beaucoup d’essais. M. Nitti a bien voulu 
nous faire quelques injections a des souris. Nous lui adressons nos 
meilleurs remerciements. 


INJECTION INTRAVEINEUSE 


0,5 c.c. d’une solution @ 1,5.140—2? m/l 


= 3,9 mg. de roussinate de K. . . . . Mort instantanée. 
0,25 c.c. d'une solution & 2,2.40—2 m/l 

= 3,0 mg. de roussinate de K. . . . . Mort au bout de 2 heures. 
0,40 c.c. d'une solution & 2,2.40—2 m/l 

= 1,2 mg. de roussinate de K. . . . . Mort au bout de 39 heures. 
0,5 c.c. d'une solution a 3,0.40—3 m/l 

= 0,8 mg. de roussinate de K. . . . . Mort au bout de 30 heures, 
0,05 c.c. @une solution & 2,2.140—2 m/l 

= 0,6 mg. de roussinate de K. .... Mort au bout de 72 heures. 
0,5 c.c. dune solution & 1,4 10-8 m/l 

= 0,4 mg. de roussinate de K. . ... Survie. 


L’injection par la voie intrapéritonéale est moins active 
3,0 mg. provoquent une mort au bout de vingt heures au lieu 
d’une mort au bout de deux heures. Si l’on admet 20 g. comme 
poids moyen d’une souris, la dose léthale est de 30 mg. par kilo- 
gramme, ce qui est beaucoup. Il_ semble que ces résultats sont 
encourageants pour la chimiothérapie et que les propriétés du 
nitrososulfure de fer conduiront a une application médicale. 

En attendant, comme application pratique, nous avons pensé a 
la stérilsation de ]’eau potable. Dans ce but nous avons fait des 
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essais avec ]’eau de Seine, en comparant l’activité des roussinates 
avec celle du permanganate de potassium et de liode. 

Nous avons obtenu la stérilisation aprés un conlact de quinze 
minutes avec les doses suivantes d’antiseptique (doses minima) 


N.S.F. KMn0O, 10DE 


7.40—*% m/f ‘soit 18 me./litre «..- . 2 g./litre. 0,2 g./litre. 


L’augmentation de la durée de contact n’a pas diminué la dose 
bactéricide. 

D’aprés ces données on voit que le nitrososulfure est dix fois 
plus actif que Viode et cent fois plus actif que le permanganate. 
Ceci provient du fait que la plus grande partie du permanganate 
est détruite par les matiéres réductrices présentes en abondance 
dans l'eau de Seine. 

Lorsqu’on fait la comparaison du pouvoir bactéricide dans un 
milieu de culture synthétique, en prenant comme exemple le 
B. coli, on obtient. pour ces trois substances presque le méme 
pouvoir antiseplique. 


B. coli dans le milieu minéral qlucosé. — Dose bactéricide 
N.S.F. JOM RMnO; 
4,4.40 —5 m/I1 45.40 —4 m/i 1. 10-8 m/l 
soit : 8 mg./litre. Soit : 49 mg. /litre. Soit : 32 mg./litre. 


En résumé on peut dire que le nitrososulfure de fer est un 
antiseptique des plus actifs connus jusqu’a présent. 


VITESSE D’ACTION DU NITROSOSULFURE DE FER ET SA VITESSE 
DE PENETRATION A L INTERIEUR DES CELLULES. 


Comme le nitrososulfure de fer est extrémement coloré (une 
goutte en contenant 3y est encore nettement colorée) on peut pour- 
suivre avec le temps la pénétration de ce complexe a |’intérieur 
des cellules par la coloration qu’elles prennent au contact de 
sa solution aqueuse. L’affinité du nitrososulfure de fer pour les 
substances dont les cellules sont formées est plus grande que pour 
l'eau, de sorte que les cellules se colorent en brun, méme lorsque 
la solution aqueuse est apparemment incolore.- Mises au contact 
d’une solution de nitrososulfure de fer de 10—5 m/1 (ou de 
1/200000 environ) les cellules de levure se colorent déja visible- 
ment au bout de deux 4 cing minutes. La coloration parait étre 
presque uniforme, non sélective et persiste pendant des semaines. 

Quoique la vitesse de pénétration de ce complexe soit trés 
grande, elle n’est pas suffisante pour expliquer la vitesse avec 
laquelle il agit. Car son action parait étre instantanée, avant ay * 
ait le temps de pénétrer a l’intérieur des cellules. On peut s 
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rendre compte par l’expérience suivante : on place une culture 
contenant des protozoaires entre un porte-objet et une lamelle et 
on dispose a un bord de la lamelle une goulte colorée du nitrosul- 
fure de fer. On voit nettement sous le microscope la diffusion du 
complexe a l’intérieur de la ‘Culture. Lorsque le prolozoaire arrive 
4 la limite de la diffusion, i] est immobilisé instantanément, comme 
s'il était foudroyé. A ce moment, évidemment, il n’est nullement 
coloré. Le mécanisme de l’action antiseptique reste donc encore 
obseur. 

Des expériences en vue d’éclaircir la nature de cette action anti- 
seplique sont en cours. 


SOMMAIRE. 


Les sels du nitrososulfure de fer de la série noire — les roussi- 
nates — dela composition [Fe,S,(NO),] Me, ou Me est un métal 
alcalin, possédent une action antiseptique remarquable ; cette 
action les classe parmi les iantiseptiques les plus efficaces connus 
jusqu’a présent. Leur action est bactéricide, mais il existe une 
zone étroite de concentration ot elle est bactériostatique. L’en- 
semble des propriétés de ce complexe en fait un type nouveau de 
composés chimiques, biologiquement actifs. 

On peut espérer une application chimiothérapique pour }/ave- 
nir. Les essais correspondants nous ont été interdits par suite des 
difficultés actuelles. On peut dés maintenant penser au nitroso- 
sulfure de fer pour la stérilisation des eaux potables ou pour 
remplacer la teinture d’iode. 
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RECHERCHES SUR L’ANTIGENE 
PROVOQUANT LA REACTION D’AGGLUTINATION 
DE PAUL ET BUNNELL 


par R. SOHIER, Ca. JAULMES et M. TISSIER. 


3 


_ En essayant d’obtenir chez le lapin une réaction comparable & celle 

observée avec le sérum de sujets atteints de mononucléose infectieuse, 
nous avons constaté que seules certaines hématies de boeuf cuites a 
100° faisaient apparaitre des agglutinines antimouton absorbables 
par les hématies de boeuf chauffées 4 100° et non absorbées par le rein 
de cobaye (1). 

Poursuivant nos recherches, nous avons tenté de préciser les raisons 
pour lesquelles seules certaines hématies provoquaient l’apparition 
de ces agglutinines, alors que d’autres étaient sans effet. Le rédle des 
agglutinogénes de groupe, du vieillissement de la contamination par 
des bactéries (Listerella en particulier), de la présence de sérum, de 
la cuisson, etc., a été étudié (2). Seule l’action de la chaleur nous a 
paru devoir étre retenue. 

Des constatations faites 4 partir du sérum de nombreux lapins 
ayant recu diverses hématies de boeuf, injectées par voie intraveineuse 
ou péritonéale, nous croyons pouvoir déduire les données essentielles 


suivantes : 


La substance thermostable contenue dans Vhématie de bceuf cuite et dont 
la structure antigénique parait se rapprocher le plus de celle de l’antigéne 


(1) R. Somer, Cx. Jautmes et M. Tissirr, ces Annales, 1942, 68, 563. 
(2) Pour ile détail de ces recherches, voir Thése Tissier, Lyon. 1943. 


or 
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de la mononucléose infectieuse, tant en ce qui concerne son pouvoir de 
faire apparaitre chez le lapin une réaction d’agglutination type Paul et 
Bunnell, que d@’absorber les agglutinines antimouton que décéle cette réac- 
tion, peut se retrouver : 

a) A Vétat d’antigéne, d'une part, dans de rares hématies de beuf @ p. 100) 
cuites a 100°, d’aulre part, dans des hématies de bceuf cuites a 80°, ators 
que hes mémes globules cuits 4 100° n’ont aucune action. 

b) A Vétat dhapténe, dans un certain nombre d’hématies qui, bien 
qu’absorbant les agglutinines, ne sont pas antigénes, enfin dans les hématies 
de beeuf cuites a 80°. [1 convient de noter, A ce propos, qu’une méme 
hématie cuite A 100° et ne provoquant aprés injection au lapin l’apparition 
d’aucune agglutinine antimouton, les fait apparaitre lorsqu’elle a été chauffée 
seulement A 80° pendant quarante-cinq 4 soixante minutes. Les agglutinines 
ainsi trouvées sont absorbées aussi bien par les hématies cuites a 80° qu’a 
100°. Enfin.cette hématie fraiche fait apparaitre, aprés injection au lapin, 
des agglutinines antimouton trés difficilement absorbées par ces mémes 
globules rouges ou d’autres globules de beeuf frais et pas par ceux cuits 
& 100°. 

Rappelons par ailleurs que toutes les hématies de bceuf cuites, sans excep- 
tion, absorbent les agglutinines antimouton des sérums des sujets atteints 
de mononucléose infectieuse. 


Deux conclusions semblent se dégager : 

1° Du point de vue de la mononucléose infectieuse : les agglutinines 
apparaissant chez l’homme au cours de cette maladie différent légé- 
rement, du moins quant a leur absorption, de celles obtenues chez le 
lapin aprés injection de globules bovins cuits. 

2° Du point de vue immunologique général : tout se passe comme 
si on assistait, sous l’influence de la chaleur, a la transformation dans 
’hématie de boeuf d’une substance antigéne en hapténe, transforma- 
tion d’ailleurs variable selon les hématies traitées. 

Les observations précédentes concernant les variations selon ]’hématie 
considérée du pouvoir antigéne d’une substance contenue dans les 
globules rouges de boeuf bouillis ne sont valables que pour le lapin ; 
nous avons constaté, ainsi que nous le montrerons ultérieurement, 
que les réactions de l’>homme et du cobaye sont différentes. 

Outre l’intérét que peuvent présenter ces constatations en immuno- 
logie elles permettent peut-étre d’apporter une solution aA certains 
problémes non encore résolus, relatifs au mécanisme et A la spécificité : 
de la réaction dite de Paul et Bunnell en particulier, et, sur un plan 
plus général, des réactions paraspécifiques. 


LA SPORE BOTULIQUE 
DANS LA MOUCHE P/OPHILA CASEI L. 


par R. LEGROUX et L. SECOND. 
Depuis trois ans nous avons étudié une centaine de jambons salés 


et fumés suspects d’avoir provoqué ]’intoxication botulique de l’homme, 
Un certain nombre de ces jambons hébergeaient des larves de Piophila 
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casei (xtov graisse, gthos qui aime) et lorsque nous conservions quel- 
ques jours au laboratoire les jambons étudiés nous réalisions un véri- 
table élevage de ces insecles. 

Tous les jambons recus, botuliques ou non, présentent une odeur 
légérement butyrique ; ils sont la plupart insuffisamment séchés, 
quelques-uns méme sont mous comme une éponge imprégnée d’eau. 
Nous avons recherché si Jes mouches et leurs larves nourries sur un 
jambon infecté spontanément de spores botuliques pouvaient trans- 
porter les spores et contaminer, 4 distance, d’autres aliments. 

Nos premiéres investigations ont montré que l’insecte et sa larve 
contenaient la spore ; nous avons alors réalisé les expériences suivantes : 

Nous avons pris des ceufs  pondus sur un jambon non _ botulique, 
nous nous sommes assurés que ces ceufs ne contenaient pas de bacille 
hbotulique en utilisant la technique suivante que nous appliquémes aux 
recherches ultérieures : 


Les qufs sont plongés pendant deux minutes dans leau ‘oxygénée 
& 12 volumes, ce qui assure la destruction des spores de bactéries ou de 
champignons qui pourraient souiller l’extérieur de Vceuf; A la sortie de 
ce bain, deux lavages successifs 4 l’eau physiologique stérile diluent suf- 
fisamment Peau oxygénée dont le pouvoir bactéricide s’est exercé sans nuire 
4 Pévolution vitale ultérieure de lceuf. Quelques-uns de ceux-ci sont broyés 
dans un mortier stérile, sont mis en suspension dans l'eau physiologique 
stérile, cette suspension, répartie en ampoules scellées, ‘est chauffée pendant 
trente minutes 4 65° ; nous ensemencons ensuite la totalité du contenu de 
VYampoule dans des tubes de gélose gélatine profonde. 


Nous avons ¢lé assurés que les ceufs ainsi traités étaient stériles 
puisque aprés trois jours 4 l’étuve 4 35° aucune colonie bactérienne ne 
s’était développée. Le restant des ceufs examinés est mis ensuite a 
éclore sur deux jambons différents : l'un, jambon normal provenant 
d’une industrie de salaisons, l’autre, jambon ayant provoqué une 
intoxication humaine (jambon Auxonne) et contenant des spores de 
bacille botulique décelables au microscope. Les larves ne tardent pas 
a se développer et, aprés quinze jours, quittent le jambon pour com- 
mencer le stade pupaire ; quelques larves sont alors prélevées sur le 
jambon témoin et sur le jambon botulique ; elles sont traitées par la 
technique ci-dessus et leur broyage aprés chauffage 4 65° est ense- 
mencé en gélose gélatine profonde. Aprés trente heures de séjour a 
l’étuve les tubes montrent de 15 a 30 colonies de bacille botulique, 
lorsqu’ils ont été ensemencés avec les larves développées sur le jambon 
« Auxonne », tandis qu’aucun développement bactérien n’est visible 
dans les tubes ensemencés par les larves nourries sur le jambon témoin. 

Donec une larve stérile de Piophila casei se développant sur jambon 
botulique contient des spores de bacille botulique 4 la fin de son exis- 
tence larvaire. 

Nous avons poursuivi la recherche de la spore dans les chrysalides 
issues de ces larves infectées. Nous déposons les pupes dans un tube 
4 &tranglement inférieur (tube de Roux pour pomme de terre) bouché 
au coton et dont l’atmosphére est tenue humide par une bande de 
papier filtre humecté tous les jours ; le tube placé 4 25°, la sortie de 
linsecte ailé est obtenue en huit jours. 
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Des pupes sont prélevées dans le tube aprés vingt-quatre heures, 
quarante-huit heures et trois jours de séjour a ]’étuve ; elles sont trai- 
tées par l'eau oxygénée, lavées, broyées, chauffées trente minutes & 
65° puis ensemencées : eee 

Une pupe de vingt-quatre heures donne 8 colonies de bacille botu- 
lique ; une pupe de quarante-huit heures donne 3 colonies de bacille 
botulique ; les pupes & partir du troisiéme jour sont stériles. 

Donc la chrysalide issue de larves infectées de bacille botulique 
contient des spores pendant quarante-huit heures environ, mais la des- 
truction en est rapidement assurée,, probablement par le travail de 
cytolyse de la transformation de 1’insecte. 

Les insectes ailés issus de ces chrysalides sont rigoureusement sté- 
riles A leur éclosion. Nous les plagons sur jambon normal et sur jambon 
botulique. : 

Aprés quarante-huit heures les mouches sont prélevées, tuées par 
le chloroforme, traitées 4 l’eau oxygénée, etc. Les tétes et les abdo- 
mens sont ensemencés séparément: les insectes nourris sur jambon 
normal témoin sont stériles, les insectes nourris sur jambon botulique 
sont infectés ; ces tétes donnent de nombreuses colonies de_ bacille 
botulique, les abdomens de trés nombreuses colonies. 

Donec ‘une mouche Piophila casei qui s’alimente sur un jambon 
botulique contient les spores du bacille dans son tube digestif. 

Les ceufs pondus par ces mouches infectées se sont montrés sté- 
riles lorsqu’ils sont traités par la précédente technique. 

Nous avons, enfin, cherché & nous rendre compte si le pouvoir 
sporolytique de la chrysalide pouvait se mettre en évidence in viiro ; en 
desséchant rapidement sous vide phosphorique des pupes agées de deux 
et trois jours nous les avons ensuite broyées, puis mises en eau distillée 
stérile glycérinée 4 30 p. 100 ; dans ce liquide nous avons mis un petit 
nombre de spores bactériennes, B. botulinus d’une part, B. anthracis 
d’autre part. Ces suspensions en ampoules scellées sont. placées a 22°. 
Ce « bouillon chrysalidien » s’est révélé un excellent milieu de culture 
pour les deux bactéries utilisées. 

De nos expériences il ressort que Piophila casei a un role vecteur 
trés certain de la spore botulique ; cet insecte peut transporter des 
spores sur d’autres aliments sains, aussi bien a l’état larvaire, car ces 
larves font des « sauts » qui les portent 4 20 ou 30 cm. de leur point 


de départ, qu’a ]’état d’insecte ailé dont le contenu intestinal est riche 


en spores botuliques. 
Unstitut Pasteur.) 


_ 
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ETUDES SUR LE POUVOIR ANTISULFAMIDE 


XI. — NATURE CHIMIQUE 4 
DE QUELQUES FACTEURS ANTISULFAMIDES DES PEPTONES 
METHIONINE, LEUCINE, SUBSTANCES EXTRACTIBLES DU MUSCLE 


. 


par J. TABONE, F. NITTI et H. MOUSSET. 


Nous avons montré dans une note précédente (1) que le pouvoir 
antisulfamide des peptones pouvait étre dt en partie, sinon en totalité, 
a Vexistence dans celles-ci de facteurs antisulfamides. Nous définissons 
les facteurs antisulfamides : des substances qui ayant par elles-mémes 
un pouvoir antisulfamide faible, voire nul, acquiérent un pouvoir anti- 
sulfamide notable quand elles se trouvent en présence d’autres subs- 
tances elles aussi, par elles-mémes peu ou pas antisulfamides. Dans 
la note présente nous préciserons la nature chimique de quelques-uns 
de ces facteurs. 


Résultats expérimentaur. — Nous avons étudié le comportement vis-a-vis 
du sulfamide d’une solution d’acides aminés que nous qualifions de solution 
« type myosine » et que nous avons obtenue en mélangeant les différents 
acides aminés constituant la myosine dans des proportions qui sont celles 
dans lesquelles ils interviennent dans cette protéine. Nous avons choisi 
un tel mélange parce que la myosine est une protéine musculaire et qu’a 
ce tilre ses produits de dégradation constituent une partie importante des 
peptones. Nous avons alors observé que cette solution a un pouvoir anti- 
sulfamide trés faible vis-a-vis du Proteus et strictement nul vis-a-vis du 
Coli. Une autre solution a un pouvoir antisulfamide trés faible vis-a-vis, 
du Proteus et rigoureusement égale 4 zéro vis-a-vis du Coli, c’est celle. que 
nous appelons sue aqueux de muscle déprotéiné et que nous avons obtenue 
en triturant avec de l’eau distillée le muscle de lapin préalablement perfusé 
et en éliminant ensuite par coagulation les protéines qui sont passées en 
solution (la solution finale renferme ainsi les produits du muscle extrac- 
tibles par l’eau’et de nature non protéinique), Si alors on mélange ces deux 
solutions on observe que le mélange résultant a_un pouvoir antisulfamide 
notable. Celui-ci, en effet, équivaut au quart du pouvoir antisulfamide des 
peptones Vaillant, qui sont les plus antisulfamides des peptones bactério- 
logiques, ceci lorsqu’on utilise comme germe réactif le Proteus. Si au lieu 
du Proteus on utilise le Coli, nous observons alors que le mélange résul- 
tant a un pouvoir antisulfamide supérieur A celui des peptones Vaillant. 


‘Ces derniers résultats sont, croyons-nous, dignes de remarque. En 
effet, nous assistons 14 a la création du pouvoir antisulfamide, 4 son 
apparition du fait du mélange de deux solutions qui, prises séparé- 
ment, ont un pouvoir antisulfamide trés faible vis-a-vis du Proteus 
et nul vis-a-vis du Coli. 


(1) J. Tapone, F. Nitrr, H. Mousset, ces Annales, 1944, 70, 366. 
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Nous avons étudié ensuite action du suc aqueux de muscle déprotéiné 
sur chacun des acides aminés (*) qui constituent le mélange « type myosine ». 
Nous avons alors constaté que parmi ces acides aminés seules la méthio- 
nine et la leucine sont capables de former avec le suc aqueux des mélanges 
doués d'une action antisulfamide notable : le mélange suc aqueux de muscle 
déprotéiné + leucine a un pouvoir antisulfamide égal au tiers du pouvoir 
antisulfamide des peptones Vaillant, et le mélange suc aqueux de muscle 
déprotéiné + méthionine a un pouvoir antisulfamide égal a la moitié du 
pouvoir antisulfamide de ces mémes peptones. (Germe réactif : Proteus.) 
La méthionine et la leucine ont par elles-mémes un pouvoir antisulfamide 
assez faible, mais non pas nul. Les résultats représentés sur le tableau | 


POUVOIR 
antisulfamide 
7 exprimé 
COMPOSITION en  d’acide p.a.b. 
sg : ot rapporté a 1 g. 
du milieu (1) BN total y 


Vis-a-vis du 


en mg. 
Proteus Coli 
Suc aqueux de muscle déprotéiné. . . 0,90 100-150 0 
a-WleUcins 4.0. 4 awaits a! oa ee eA Areas 0,25 450-300 
d-l méthionine ayes Ly (ah Ee SMCS 0,25 250-500 
G2 methionine ys, se. ce ee eee 0,25 ( 
. + \ 100 
GELACUICING SEN taney toyhccce’ eaten oe ontae e cele 0,25 : 
Mélange d’acides aminés type myosine . 0,63 | Traces. i) 
Suc aqueux de muscle déprotéiné. .. . 0,90 
+ 41.300 860 
Mélange type myosine. ........ 0,63 
Suc aqueux de muscle déprotéiné. . . . 0,90 
: te 4.500 
d-lleneine *2- a8 22. sees om Rees Gane 0,25 
Suc aqueux de muscle déprotéiné . 0,90 
+ + 2.600 
Gels Et hio nine Wi, we ee soensbhees eee 0.25 
Peptone Vaillant 5B: . 3)... 4°. 1,52 | 5.200 660 


(1) Ces chiffres représentent la quantité exprimée en milligrammes d’N total des élé- 
ae introduits dans chacun des tubes 4 essai en méme temps que 5 c.c. du milieu 
e base. ] 


sont relatifs 4 la d-l Jeucine et a la d-l méthionine. Nous avons observé 
a propos de la leucine que seule la |-leucine (leucine naturelle) (**) se com- 
porte de la fagon qui vient d’étre décrite, la d-leucine est & ce point de 
vue complétement inactive. Nous avons observé de plus que la norleucine 
et Visoleucine sont également inactives. 

Nous nous sommes enfin demandé si les acides aminés autres que la 


(*) Produits HorrmMann-LAROCHE. 

(") J. H. Mue.ier, Science, 1935, 81, 50, signale la présence constante de 
méthionine dans les préparations commercia.es de leucine naturelle, Il. ne 
nous a pas été possible de rechercher la présence de méthionine dans notre 
échantilion de leucine. 
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méthionine et la leucine intervenaient quand méme dans Je mécanisme anti- 
sulfamide. C’est ainsi que nous avons étudié le comportement du mélange 
de ces acides aminés « inactifs ». Nous avons alors constaté que la solu- 
tion qui renferme ces acides aminés dans les proportions qui sont celles 
dans lesquelles ils se trouvent dans la myosine est inactive par el'e-méme, 
quelle donne un nouveau mélange pratiquement inactif (pouvoir antisulfa- 
mide inférieur 4 100 .. par gramme d'azote total) lorsqu’elle est additionnée 
de suc aqueux de muscle déprotéiné, et un mélange totalement inactif lors- 
quelle est additionnée de méthionine, Nous avons, par contre, observé 
que le mélange méthionine + suc aqueux de muscle déprotéiné est capable 
de neutraliser 2 ou 3 fois plus de sulfamide lorsqu’il se trouve en présence 
de cette solution d’acides aminés inactifs que lorsqu il agit tout seul. Ainsi 
ces acides aminés « inactifs », ou plus exactement leur mélange, inter- 
viennent dans le mécanisme antisulfamide. Ils exaltent le pouvoir antisul- 
famide du mélange méthionine + suc aqueux de muscle déprotéiné. 


Discussion DES RESULTATS. — De l’ensemble de ces résultats, il res- 
sort que nous deyrons retenir la notion de facteurs antisulfamides que 
mous proposions pour la premiére fois dans notre derniére communi- 
cation (1) ainsi que Ja notion de leur multiplicité qui en est le corol- 
laire nécessaire. Parmi ces facteurs certains semblent jouer un réle 
primordial dans le mécanisme antisulfamide : ils seraient responsables 
de la création du pouvoir antisulfamide : c’est pourquoi nous les appel- 
lerons facteurs antisulfamides proprement dits. Ces facteurs se divi- 
sent en deux groupes dont l’action est complémentaire : 1’un renferme 
la leucine et Ja méthionine, l’autre le ou les éléments du suc aqueux 
de muscle déprotéiné non encore déterminés. 

C’est a la présence simultanée de deux facteurs antisulfamides pro- 
prement dits pris dans chacun des deux groupes que les solutions que 
nous avons étudiées doivent leur action antisulfamide. Les autres fac- 
teurs ne joueraient qu’un rdle secondaire dans le mécanisme antisul- 
famide : ils interviendraient 1a ot le pouvoir antisulfamide existe déja 
pour en augmenter l’intensité de l’action. C’est pourquoi nous les 
avons appelés : facteurs exaltants. L’étude de ces facteurs exaltants est 
encore peu avancée. Nous venons de voir que le mélange des acides 
aminés dits « inactifs » est capable d’augmenter l’intensité du pouvoir 
antisultamide du mélange méthionine + suc aqueux de muscle dépro- 
téiné. Nous rappelons que le premier exemple d’exaltation que nous 
avons signalé (2) (8) est celui de |’exaltation du pouvoir antisulfamide 
de l’acide para-aminobenzoique lui-méme par les peptones et leurs 
hydrolysats acides. Il est curieux.de remarquer que le mélange des 
acides aminés dits « inactifs » n’exalte pas l’action de l’acide para- 
amino benzoique. 

Il nous reste 4 nous demander. quel est le mécanisme de l’action 
de ces différents facteurs. Il n’est pas interdit de supposer que les 
facteurs antisulfamides proprement dits sont les éléments a partir des- 
quels le microbe va synthétiser le véritable antisulfamide, 1’acide para- 
aminobenzoique lui-méme et que les facteurs exaltants interviennent 
en accélérant les vitesses des réactions enzymatiques qui aboutissent 


(2) J. Tasonr, F. Nirm1, H. Mousser, ces Annales, 1942, 68, 471. 
(3) F. Nirtr, J. Tapone, H. Mousset, ces Annales, 1942, 68, 474. 
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ux la synthése de Vacide para- -aminobenzoique. Je rappelle que ‘selon 
les théories classiques l’acide para- -aminobenzoique doit étre considéré 
comme un co-enzyme et qu'il n’exerce ainsi son action que lorsqu il 
est associé a l’autre élément du syst¢me enzymatique auquel il parti- 
‘cipe, l’apoenzyme correspondant Certains faits nous laissent penser 
que les facteurs exaltants, au lieu de jouer Je rdle que nous yvenons 
de leur préter, pourraient intervenir précisément en synthétisant ou 
en favorisant la synthése de l’apoenzyme correspondant a l’acide para- 
areineberizerque: 

~ Tl faut remarquer que pour que de telles hypothéses dissent étre 
retenues, il faudrait que le Proteus lorsqu’il-se développe en milieu 
antisulfamide, en milieu peptoné par exemple, renferme a poids égal 
une quantité d’acide para-aminobenzoique plus grande que celle qu’il 
renferme lorsqu’il se développe én milieu non antisulfamide. ‘Des expé- 
riences entreprises dans ce sens sont en cours. 


(Services de Chimie biologique et de Chimie thérapeutique 
de UInstitut Pasteur.) 
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XII. — RELATION ENTRE LES FACTEURS 
FAVORISANT LA MULTIPLICATION MICROBIENNE 
ET LE POUVOIR ANTISULFAMIDE 


par F. NITTI, J. TABONE et H. MOUSSET. 


Le taux de croissance et Ja densité microbienne maxima sont plus 
élevyés, pour certains germes, dans les milieux peptonés que dans les 
milieux synthétiques couramment employés. Pour Proteus vulgaris par 
exemple, l’adjonction de peptone dans un milieu synthétique (1) accé- 
lére nettement les divisions et augmente le rendement total. 

Gay, Clark, ‘Street et Miles (2) ont insisté sur le fait que l’activité 
bactériostatique du p-aminophénylsulfamide est d’autant plus mar- 
quée que le milieu de culture est moins favorable 4 la croissance micro- 
bienne. H. Green (3) a extrait du B. abortus une substance, le 
<P. Factor », qui poss¢de non seulement des propriélés antisulfamides 
mais également une action favorisante sur la reproduction microbienne. 

‘Woods (4) a identifié a l’acide p-aminobenzoique, le facteur antisul- 
famide de la levure. Nous avons constaté que cet acide peut favoriser 


la division d’un certain nombre d’espéces microbiennes (expériences 
inédites). 


(1) Lworr, Nirrr et T. Trerouitt, ees Annales, 1941, 67, 173. 

(2) F. Gay, A. Crark, J. Srreer et D. Mires, J. exp. Med., 1939, 69, 607: 
(3) H. N. Green, Brit. J. exp. Pathol., 1940, 24, 38. 

(4) Woons, Brit. J. exp. Pathol., 1940; 24, 74, 
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Nous avons montré par ailleurs que les peptones de chair musculaire 
doivent une partie, sinon la totalité, de leur action antisulfamide a des 
acides aminés tels que la leucine et la méthionine et d l’extrait dépro- 
téiné de suc musculaire. 

Nous voudrions insister aujourd’hui sur le fait que l’activité antisul- 
famide n’est pas nécessairement lige a |action favorisante sur la divi- 
sion microbienne. 

Dans un premier essai, nous avons enregistré les courbes de crois- 
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Course 14. — A, milieu synthétique + Hydrolysat de peptone; 
B, milieu synthétique + Peptone; C, milieu synthétique seul. 


sance de Proleus vulgaris, dans des cuves contenant, soit le milieu de 
base seul (50 c. c.), soit ce méme milieu (50 c. c.) additionné dans un 
cas de peptone Vaillant 5-B (15 mg. d azote total), et dans un autre 
cas de l’hydrolysat chlorhydrique total de cette peptone (15 mg. N total). 
L’examen des courbes’ de croissance nous montre que l’action favori- 
sante de la peptone et de son hydrolysat chlorhydrique est identique. 
Par contre, l’activité antisulfamide de la peptone Vaillant 5-B est de 
5.200 + par gramme d’azote, tandis que la peptone hydrolysée ne pos- 
séde plus qu’un pouvoir de 500 » exprimés en acide p-aminobenzoique 
par gramme d’azote total. 

Nous avons repris ces essais avec certaines des substances que nous 
croyons étre des supports de l’activité antisulfamide des peptones. 

La méthionine est douée d’un léger pouvoir antisulfamide qui, pour 
Proteus vulgaris, est de 250 a 500 y par gramme d’azote total. Un 
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mélange d’acides aminés du type myosine (5) est dépourvu d’activité 
antisulfamide. ; ; 
L’extrait déprotéiné de muscle a également un pouvoir antisulfamide 
faible puisqu’il ne dépasse pas 150 y exprimés en acide p-amino- 
benzoique par gramme d’azote total. Or, l’adjonction au milieu de 
base d’acides aminés inactifs se montre nettement favorisante sur le 
taux de croissance ainsi que l’adjonction de méthionine. L’association 
des acides aminés inactifs avec la méthionine, qui n’a pratiquement 
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Course 2. — A, solution d’acides aminés inactifs (5,12 mg. d’azote total) + Méthio- 
nine (0,92 mg. d’azote total) dans 50 c.c. de milieu de base; B, suc aqueux de 
muscle (4,75 mg. d'’azote total) + Méthionine (4,85 mg. d’azote total) dans 
50 c.c. de milieu de base; C, solution d’acides aminés inactifs (40,24 mg. 
d'azote total) dans 50 c.c. de milieu de base; D, milieu de base seul (50 c.c.)- 


| pas de pouvoir antisulfamide, se montre trés favorable sur la crois- 
Bhi Sance microbienne. D’autre part, l’association méthionine-suc aqueux 
Me déprotéiné de muscle, dont le pouvoir antisulfamide est de 1.500 + par 
a gramme d’azote total, a une activité favorisante sur les cultures micro- 
ce biennes trés voisines de la précédente. 

ai Nous voyons ainsi que des peptones et leur hydrolysat chlorhydrique, 
“8 dactivité antisulfamide inégale, ont- un pouvoir favorisant tres voisin 

sur la croissance microbienne. : 
; Les essais sur des produits définis comme la méthionine, sur des 


(5) Mélange type myosine. J. Gornen Suarp, Bioch. J., 1939, 33, 679. 
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mélanges complexes comme le suc aqueux déprotéiné de muscle, nous 
montrent des faits du méme ordre. On est ainsi autorisé A affirmer 
que l’activité favorisante sur la croissance microbienne n'est pas néces- 
sairement liée a l’activité antisulfamide. 

Il est difficile de prévoir pour l’instant par quel mécanisme cette 
action antisulfamide se manifeste pour des corps dissemblables de 
lacide p-aminobenzoique. 

Nous avions envisagé la possibilité d’exaltation de la synthase d’acide 
p-aminobenzoique chez le germe microbien sous l’influence d’un cer- 
tain nombre de dérivés partiellement définis. On peut également rete- 
nir la possibilité que les antisulfamides de la peptone seraient des pré- 
curseurs de l’acide p-aminobenzoique dans la chaine des réactions enzy- 
matiques aboutissant A la synthése de cette vitamine. 


NOTES DE LABORATOIRE 


TECHNIQUE D’HEMOCULTURE AERO-ANAEROBIE 


par R. LEGROUX et M=* C. JERAMEC. 


\ 


Lors de la recherche d’isolement d’une bactérie par hémoculture, il 
est important de savoir : 

Dans un temps court quel est le germe en circulation ; s’il est seul 
ou associé a d’autres ; 

Enfin, quelle est la teneur approximative du sang en bactéries. 

L’hémoculture habituellement pratiquée consiste 4 mélanger 10 a 
20 c.c. de sang dans 200 c.c. de bouillon nutritif citraté, puis aprés 
mise a l’étuve 4 37° @ attendre le développement bactérien. Trois cas 
principaux sont a envisager : 

1° Les cultures retardées : tous les bactériologistes poss¢dent aujour- 
d’hui la notion de l’hémoculture retardée, de quelques jours a4 plu- 
sieurs mois, retard da yraisemblablement aux anticorps du sang qui 
agissent in vitro et provoquent une bactériolyse. 

2° Parfois une hémoculture présente un développement microbien aprés 
deux A trois jours et l‘examen permet d’identifier un microcoque gram 
positif ou un bacille diphtérimorphe, etc., bactéries du milieu eaté- 
rieur, peau du malade ou poussiéres de l’air. 

3° Deux développements bactériens peuvent avoir lieu simultané- 
ment ; par exemple au cours d’une dothiéneniérie, bacille typhique et 
B. ramosus ou B. perfringens, ou lors d’une congestion pulmonaire le 
pneumocoque peut ¢tre doublé d’un streptocoque ou d’un bacille de 
Pfeiffer ; dans le cas d’une infection, suite de plaie de guerre, le strep- 
tocoque peut étre présent dans le sang en méme temps qu’une bactérie 
anaérobie. 

Il est facile d’éviter les deux premiers écueils et d’étudier le troisiéme 
cas en se servant de la technique suivante : 

L’anaérobiose sanguine nécessite d’éloigner l’oxygéne libre des mi- 
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lieux de culture, d’ou l’habitude que nous avons depuis plus de quinze 
ans de répartir en tubes d’Yvan Hall dont on a pratiqué l’étrangle- 
ment assez haut, & l’union du liers supérieur et des 2/3 inférieurs. 
Ces tubes sont stérilisés A lavance. On répartit le plus tdt possible 
apres prélévement de sang le bouillon de l’hémoculture en 8 4 10 de 
ces tubes, le liquide est transvasé, A la pipette 4 boule dile de Petri, 
jusqu’a 1 cm. au-dessus de l’étranglement et, au moyen d’une pince 
spéciale & mors perforés passée 4 la flamme, la bille stérile est glissée 
dans l’orifice du tube, le tube rebouché & l’ouate est capuchonné. 

Ces tubes placés a 1’étuve a 35° présentent le plus souvent un déve- 
loppement, dans un ou plusieurs, dés la seizi¢me heure ; parfois quel- 
ques tubes ne donnent une culture qu’aprés trente-six a ‘quarante- -huit 
heures ; ce sont ceux ot les anticorps lytiques du sérum exercent leur 
action et souvent ces cultures tardives présentent des agglutinats bac- 
tériens. 

Enfin, si un seul des tubes présente un développement aprés qua- 
rante-huit heures, on peut escompter qu’il s’agit d’un germe du milieu 
extérieur, ce qu’une étude ultérieure ou une nouvelle hémoculture 
permet de juger. 

Mais il y a aussi grand intérét 4 connaitre la densité de la ou des 
bactéries présentes dans le sang, ce que l’on observe de la facon sui- 
vante ; faire fondre 4 tubes de gélose-gélatine, les laisser refroidir aux 
environs de 45-47° et incorporer 1 c. c. ou 2 c. c. du bouillon de |’ hémo- 
culture, plonger les tubes dans l’eau froide pour que le milieu se soli- 
difie rapidement. Si l’on a mis 20 c.c. de sang dans le ballon de 
bouillon citraté contenant 200 c.c., 1 c.c. de ce bouillon contiendra 
environ 1/10:de c.c. de sang; il est facile alors en numérant les 
colonies développées dans les tubes de gélose-gélatine de connaitre, 
parfois en moins de vingt heures, le nombre et la qualité des bactéries 
que le sang du malade véhicule par centimétre cube. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de l'Institut Pasteur. 


Sur les propriétés antivenimeuses du sérum de « Vipera 
aspis », par P. Boquet. 


Mode de division du bacille paratuberculeux de la fiéole, par 
J. Bretrey et J. BRowaeys. 


Recherches immunochimiques sur la _ bactéridie charbon- 
neuse. IV. Etude quantitative des précipitations observées 
avec certains extraits du « B. anthracis » et un sérum anti- 
charbonneux de cheval, par P. Grapar et Me A.-M. Sravs. 


Recherches immunochimiques sur le vibrion cholérique. IV. 
Essais de purification de la substance hypothpentisante de 
la toxine cholérique, par P. Grapar et J. GaLuut. 
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Séance du 6 juillet 1944. 


Présidence de M. Nort Bernarp. 


COMMUNICATIONS 


PRODUCTION D’EPANCHEMENTS PLEURAUX 
CHEZ LE COBAYE PAR INOCULATION MEDIASTINALE 
DE BACILLES TUBERCULEUX PARAFFINES 
VIVANTS OU MORTS 


par F. van DEINSE. 


Nous avons décrit, dans un Mémoire aux Annales de l'Institut Pas- 
teur (1) les effets obtenus par l’inoculation médiastinale, chez le 
cobaye, de bacilles tuberculeux de différents types : bovin, humain, 
aviaire, pleinement virulents ou atlénués par passages sur bile, de 
BCG et de bacilles paratuberculeux. Ces inoculations furent suivies, 
trente-sept fois sur cinquante-huit, de Ja production d’un épanchement 
pleural, dont nous avons exposé les propriétés, et discuté l’origine et 
Ja nature. La fréquence de ces réactions liquidiennes était, semble-t-il, 
fonction de la virulence des cultures injectées. Ainsi, sur 4 cobayes, 
inoculés par la voie médiastinale avec une forte dose de bacilles aviaires, 
peu virulents pour le cobaye, un seul a eu un épanchement pleural. 

En continuant nos recherches-sur ce sujet, nous avons injecté a des 
cobayes, par la méme voie médiastinale, des bacilles aviaires, morts ou 
vivants, et des bacilles bovins morts, suspendus dans de l’huile de 
paraffine. Nous donnerons aujourd’hui un bref résumé de ces expé- 
riences. 

Deux cobayes recurent chacun, dans le médiastin, une dose de 5 mg. 
de bacilles aviaires (souche « T-IX »), tués par chauffage, séchés et 
suspendus dans 1 c. c. d’huile de paraffine. L’un est mort en quelques 
heures, de choc ; ]’autre sept jours plus tard, et a l’autopsie nous trou- 
vames 20 c. c. de liquide pleural sanguinolent, des fausses membranes 
et. quelques placards nécroliques sur- les poumons, et un petit abcés 
médiastinal. 

Deux cobayes furent inoculés dans le médiastin avec chacun 2 mg. 
de bacilles aviaires (souche « Pintade »), tués par chauffage, séchés et 
émulsionnés dans 1 c.c. d’huile de paraffine. L’un est mort trois 
mois et demi et l’autre onze mois aprés l’inoculation. Poumons et 


(1) Ces Annales, 1943, 69, 1. 
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médiastin constituaient un bloc, caséeux chez le premier, caséo-fibreux 
chez le dernier, ou ce bloc formait un tout rigide avec la paroi thora- 
cique, le diaphragme et le péricarde. Seul le dernier cobaye avail 
4 c.c. de liquide citrin dans:ce qui restait de la cavité pleurale. 

Quatre cobayes furent injectés par voie médiastinale, chacun avec 
5 mg. de bacilles aviaires vivants (souche « T-XIV »), essorés et émul- 
sionnés dans 1c. c. d’huile de paraffine. Ils sont morts respectivement 
apres treize, quatorze, seize et vingt-quatre jours, ayant tous un épan- 
chement pleural abondant (de 12 4 20 c.c.). Parmi ces quatre cobayes, 
deux sont morts brusquement, sous nos yeux, & la suite de quelques 
manipulations, aprés quelques soubresauts et faux mouvements Trespi- 
ratoires. Nous avons déja fait allusion, dans le mémoire cité plus haut, 
& quelques cas semblables de mort subite, au cours de ces épanche- 
ments chez nos cobayes, consécutifs 4 l’inoculation médiastinale. On 
sait qu’en clinique humaine on connait des cas de mort subite, au 
cours des pleurésies séro-fibrineuses. J. Troisier, M. Bariéty et H. Bro- 
card en ont publié une observation intéressante en 1935 (2), ot ils ont 
réussi 4 mettre en évidence un micro-infarctus bulbaire chez le malade 
en question, comme cause probable de la mort subite. La découverte 
curieuse de ces auteurs nous a incités 4 rechercher, avec J. Bablet, dans 
le bulbe et le cerveau de nos deux cobayes, l’existence éventuelle d’une 
lésion, susceptible d’expliquer le mécanisme de ces morts subites. : 

A part une congestion assez accusée des méninges et une hémorragie 
épendymaire chez l’un, et une stase capillaire trés accusée et de la 
turgescence des plexus choroides sans hémorragies chez ]’autre, nous 
n’avons pas trouvé, dans ces piéces, de lésions pouvant étre considérées 
avec certitude comme responsables du phénoméne. Autrefois la mort 
instantanée, au cours d’une pleurésie séro-fibrineuse, a été attribuée 
par J.-V. Laborde 4 un arrét du cceur par réflexe, d’origine intercos- 
tale (3). Nous n’avons pas pu vérifier cette thése : des compressions du 
thorax, chez des cobayes porteurs d’épanchements pleuraux abondants, 
appartenant a d’autres séries d’expériences, n’ont jamais occasionné la 
mort. 

Du point de vue anatomique, les quatre cobayes de ce groupe ont 
tous présenté les mémes lésions a l’autopsie : refoulement extréme des 
poumons, qui sont congestionnés, importante masse scléreuse dans le 
médiastin, et sur les autres organes les signes habituels des infections 
aviaires hématogénes, dont on trouvera la description détaillée dans 
le mémoire déja cité. 

Deux cobayes enfin furent inoculés, par la voie médiastinale, avec 
1 mg. de bacilles bovins morts et séchés (souche « B-I »), suspendus 
dans 1c. c. d’huile de paraffine. Ils sont morts aprés dix et onze jours 
respectivement. La réaction locale violente, consécutive a 1’injection 
médiastinale, avait probablement interrompu la communication qui 
existe normalement entre la plévre gauche et droite chez le cobaye ; 
toujours est-il que Jes deux animaux présentaient un épanchement 
abondant, 8 et 10 c.c. respectivement dans la seule plévre gauche, 
accompagné, chez l’un, d’une dextrocardie trés prononcée, refoulant 


(2) Presse méd., 1935, n° 54, 1019. 
(3) J.-V. Lasorpr, Bull, Acad. Méd., 1892, 709. 
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Je poumon droit. Le poumon gauche, intensément hémorragique, était 
pris, chez les deux, dans des adhérences multiples. L’examen_histolo- 
gique, que nous avons pratiqué avec J. Bablet, a révélé, chez les deux 
cobayes, des lésions d’ordre toxique, sams aucun caractére spécifique, 
dans les différents organes. 

Ainsi, la mise en suspension dans de la paraffine des bacilles tubercu- 
leux aviaires morts ou vivants, et bovins morts, technique que Coulaud 
a été Je premier 4 employer, intensifie dans des proportions remarquables 
la production d’épanchements pleuraux, quand on injecte ces suspen- 
sions dans le médiastin. C’est un effet A ajouter & ceux, que d’autres 
auteurs nous ont déja fait connaitre, de l’activité pathogéne intense des 
bacilles tuberculeux morts ou vivants. I] est intéressant de voir, que les 
deux souches aviaires « T-IX » et « Pintade », qui n’ont pas le méme 
pouvoir pathogéne a ]’état vivant, ont eu également des effets différents 
chez les cobayes, auxquels elles furent inoculées 4 ]’état mort, et en 
suspension paraffinée, la premiére ayant causé une sorte d’intoxication 
rapidement mortelle, sans lésions importantes, ]a derniére, au contraire, 
amenant la mort des animaux aprés plusieurs mois, pendant lesquels 
Vhuile bacillifére a eu le temps d’occasionner des lésions anatomiques 
étendues, incompatibles avec la vie. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


ACTION DU CETENE SUR L’ACTIVITE TUBERCULINIQUE 
DE L’ANTIGENE GRANULA'RE DU BACILLE 
TUBERCULEUX 


par J.-J. PEREZ et R. LAPORTE. 


L’influence qu’exerce une acétylation sur les propriétés réactionnelles 
spécifiques de la tuberculine a déja été recherchée par Eberson (1) qui 
a utilisé l’anhydride acétique agissant pendant quatre heures au bain- 
marie et par A. Boquet et Sandor (2) qui ont employé le céténe ; 
tous ces essais n’ont donné que des résultats négatifs. 

Nous avons recherché si les protéides insolubles contenus dans la 
fraction granulaire libérée par les bacilles tuberculeux pendant l’auto- 
lyse des cultures se comportaient de la méme facon que les protéides 
solubles (tuberculine ordinaire) libérés au cours du méme processus 
de désintégration. Dans ce but, nous avons traité par le céténe des 
suspensions de granules provenant de cultures autolysées ou ayant 
été soumises A l’action de l’acide chlorhydrique concentré et qui 
avaient été obtenues par centrifugations fractionnées suivant la tech- 


(1) Eserson, Am. Rev. Tub:, 1924-1925, 10, 681. . 
(2) A. Boguer et Sannor. Premier Congrés des Microbiologistes de Langue 


franeaise, Paris, octobre 1938. 
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nique décrite par l’un de nous (3). L’activité réactionnelle de ces 
suspensions granulaires est, 4 titre égal, identique a celle des protéides 
du milieu de culture purifiés selon le procédé de Seibert (4). 

L’acétylation par Je céténe a ¥té faite avec l’appareil de Herriott (5) 
suivant Ja technique déja décrite par Sandor et Goldie (6), A pH main- 
tenu entre 5 et 6,5 (par additions répétées de soude) et au voisinage 
de + 2°C. he traitement terminé, la suspension granulaire est. placée 
dans un sac de cellophane, puis, aprés dialyse contre de l’eau cou- 
rante, centrifugée, lavée plusieurs fois A l'eau distillée et enfin remise 
en suspension dans l’eau physiologique. 

La mesure de l’activité tuberculinique a été effectuée chez ihouithe 
et le cobaye tuberculeux par la méthode des dilutions, en pratiquant 
dans des régions symétriques du revétement cutané (flancs chez le 
cobaye, région deltoidienne chez l’homme) des injections intra-dermi- 
ques de dilutions 4 des taux variables d’une part du produit 4 essayer 
et d’autre part de la préparation initiale témoin, non acétylée. 

Nos résultats, réguliérement positifs, établissent que lacétylation 
entraine la disparition du pouvoir réactionnel spécifique de heavens 
granulaire. 

Voici, par exemple, le résultat d’unme de nos expériences .: apiee 
une heure un quart d’acétylation la diminution de l’activité tubercu- 
linique d’une suspension granulaire préparée 4 partir de la’ souche 
bovine G 7 est de l’ordre du centiéme, c’est-a-dire qu’il faut une dose 
100 fois plus forte du produit acétylé pour produire chez l’homme 
tuberculeux (lupique) une dermo-réaction semblable a celle provoquée 
par la préparation initiale non acétylée. Puis, la substance acétylée est. 
lavée, remise en suspension dans l’eau et soumise A nouveau a l’action 
du céténe pendant le méme temps. La perte de |’activité atteint alors 
le milliéme. Une troisiéme acétylation de quarante minutes entraine 
une diminution plus importante de l’activité qui descend au cent 
milliéme. Nous devons observer que lorsque la baisse des propriétés 
réactionnelles atlteint un tel degré, il devient trés difficile de ]’évaluer 
en raison de la persistance de la toxicité propre de l’antigéne granu- 
laire. En effet, comme il est nécessaire, pour apprécier le pouvoir 
réactionnel d’une préparation fortement, acétylée, d’inoculer des 
doses élevées, on déclenche de ce fait des fausses réactions dues .au, 
pouvoir toxique propre. Mais on est en droit de considérer comme 
totale la disparition de l’activité tuberculinique spécifique si l’on 
oblient chez un sujet neuf non allergique des réactions identiques -a 
celles du tuberculeux. C’est ce que nous avons pu observer dans ihe 
expériences. 

A noter qu’une seule acélylation, méme prolongée une heure: ‘h 
demie 4 deux heures, n’entraine réguliérement qu’une diminution 
partielle de l’activité : deux ou trois opérations sont nécessaires pour 
aboutir 4-un bon résultat. Il semble donc que l'acide acétique formé 


(3) R. Laporte, C. R. Acad. Sci., 1941, 242, 138, ces Annales, 1943, 69, 
262; 1945, 74, 51-et 300. 

(4) Serrert et Lonc, Am. Rev. Tub., 1934, 30, 707 et 768. 

(5) Herriorr, J. gener. Physiol., 1934, 48, 69. i 9 

(6) Sanpor et Goxoiz, Bull. Soc. Chim. Biol., 1938, 20, 1130. TRG PONE 
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inhibe l’acétylation ainsi que le pensaient Herriott et Northrop dans 
le cas de la pepsine ; ces auteurs éliminaient l’acide acétique par 
dialyse au cours méme du traitement, résultat que nous avons obtenu 
en fractionnant l’acétylation en plusieurs opérations Sparées par des 
lavages du produit traité. 

Th est & remarquer que ]’état de dispersion qui caractérise les sus- 
pensions d’antigéne granulaire naturel disparait a la suite du_ traite- 
ment par le céténe : en effet, la substance soumise A la dialyse aprés 
acétylation se rassemble en flocons volumineux qui tombent au fond 
du sac de cellophane. I] s’agit d’une transformation irréversible, car, 
méme aprés plusieurs lavages avec de l’eau distillée, la substance 
granulaire acétylée conserve cet état et — au contraire de la substance 
primitive — ne peut plus former de suspensions stables. 

Ceci semble indiquer que des fonctions polaires sont touchées par 
lacétylation et que ces mémes groupements interviendraient dans la 
réaction tuberculinique car on observe, en outre, un parallélisme entre 
la floculation irréversible produite par le céténe et la disparition de 
Vactivité tuberculinique du produit traité. 

Nous ne pouvons, pour le moment, donner de précisions sur les 
fonctions touchées par le céténe. Disons seulement que l’indice d’acé- 
tyle est voisin de 50 (*). Citons d’autre part, a titre de comparaison 
que, pour les protéides provenant du milieu de culture (tuberculine 
purifiée) et acétylés de la méme facon que la substance granulaire, 
le rapport de l’azote aminé a l’azote total passe de 5,9 a 2,6 p. 100 par 
acétylation et que la fonction phénol de la tyrosine dosée par la 
méthode de Folin et Ciocaltéu (7) n’est. pas touchée (teneur, en tyro- 
sine-: 3,5 p. 100). 

_ 
* x 

Si l’activité tuberculinique spécifique est réguliérement altérée par 
le céténe, il n’en est pas de méme pour les autres propriétés biolo- 
giques de l’antigéne granulaire. Ainsi le pouvoir sensibilisant reste 
intact aprés acétylation. Les cobayes 4 qui l’on inocule la substance 
acétylée en suspension dans une huile minérale deviennent allergiques 
aussi rapidement et d’une maniére aussi intense que ceux inoculés 
avec la méme dose d’antigéne naturel. De méme la fonction antigé- 
nique in vivo (formation d’anticorps) et in vitro (fixation du complé- 
ment) sont sensiblement identiques avant et aprés 1’acétylation. 

Quant au mécanisme d’jinhibition de l’activité tuberculinique par 
le céténe remarquons que la délipidation de l’antigéne ne modifie pas 
sa sensibilité, ce qui démontre que les lipides n’interviennent pas. 
D’autre part, ainsi que l’ont montré Laporte et Vendrely (8) l’anti- 
géne granulaire délipidé étant de nature glucido-protéidique, |’action 
du céténe ne parait done pouvoir porter — dans les conditions de 


(*) L'indice d’acétyle est le nombre de milligrammes d’acide acétique pour 
un gramme de substance acétylée. 

(7) Fouin et Crocarréu, J. biol. Chem., 1927, 73, 627. 

(8) Laporte et VENDRELY, Soc. Chim. Biol., séance du 20 juin 1944. 
(N total : 12,5 p. 100, glucides aprés hydrolyse acide : 12 p. 100, acides gras 
pratiquement absents). 
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Vexpérience — que sur la fraclion protéidique (sauf la présence non 
démontrée d’un sucre aminé : type glucosamine). Enfin, nous nous 
sommes assurés que la perte de l'activité tuberculinique n’est pas due 
A une élimination de substances, actives libérées par lacétylation et 
entrainées par la dialyse ou les lavages. 

Nos expériences nous permettent de conclure que V’activité tubercu- 
linique des protéides constitutifs de l’antig¢ne granulaire du_bacille 
tuberculeux disparait progressivement sous l’influence d’une acétyla- 
tion par le céténe. Si l’on considére d’autre part que le céténe est sans 
action sur l’activité tuberculinique des protéides solubles extraits des” 
milieux de culture (tuberculine proprement dite) on peut en conclure 
que ces produits, déja dégradés, et peut-étre méme dénaturés, ne 
possédent pas leur groupement actif sous la méme forme que les 
protéides constitutifs du_bacille. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie-Physique et ‘Laboratoire 
de Recherches sur la Tuberculose.) 


« POUMON D’ACIER » DESTINE A L'EXPERIMENTATION 
SUR LES ANIMAUX DE LABORATOIRE 


par R. LEGROUX, C. JERAMEC et Jean-C. LEVADITI. 


Des recherches effectuées en collaboration avec le Laboratoire de 
Physiologie du professcur Léon Binet ont permis de préciser, par la 
méthode graphique, ce que l’examen des animaux intoxiqués expéri- 
mentalement par la toxine botulique nous avait déja cliniquemenl 
montré. Au cours des intoxications graves, la mort a lieu par arrét 
de la respiration, tandis que le cceur continue a battre parfois trés 
longtemps, de six a vingt-deux heures aprés J’arrét respiratoire. Nous 
avons alors soumis l’animal intoxiqué 4 une inhalation précoce et per- | 
manente d’oxygéne pur, complétée au moment de la défaillance car- 
diaque secondaire par quelques mouvements de respiration artificielle, 
et observé des survies de quatre heures et au dela par rapport aux ani- 
maux témoins (1). La respiration artificielle continue, sans adjonc- 
tion d’oxygéne pur, qui a permis & Edmunds et Long (2) ainsi qu’d 
Bishop et 4 Bronfenbrenner (3) de prolonger la vie de l’animal pouvait- 
elle rendre possible la guérison de l’intoxication ? Cette étude nécessitait | 
un appareillage spécial, ct c’est &.la technique appelée couramment 
« poumon d’acier » que nous avons eu recours en adaptant 4 1l’expé- 
rimentation sur les petits animaux de laboratoire le dispositif utilisé 
en médecine humaine. Cet appareillage a pu étre réalisé, dans les 
circonstances difficiles actuelles, par les Etablissements Testu. Nous 
en remercions trés sincérement M. Raoul Testu. 


—@ L. Biner, R. Lecrovux, J.-C. Levaprrr, We M. Pouronner, C. R. Acad 
Sei., séance du 31 mai 1944, 248, 863. 
(2) C. W. Epmunps et P. H. Lone, J. Am. med. Assoc., 1923, 84, 542 
(3) G. Bishop et J. Bronrensrenner, Am. J. Physiol., 1936, 447, 393. 
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Description de lVappareil. — Le dispositif, comme celui préconisé 
par J. Woillez (4) dés 1876 et comme les appareils d’usages médicaux, 
con¢us par Drinker et Shaw (5), comporte ‘deux parties distinctes : une 
chambre étanche dans laquelle est placé le sujet soumis a l’action de 
la respiration artificielle, et un dispositif destiné A y faire varier la 
pression. 

Chambre de contention et d’aspiration (v. fig.) — La chambre en tole 
d’acier de 15/10 d’épaisseur, a la forme d’un prisme quadrangulaire 
dont la base horizontale est rectangulaire. Les faces lalérales oblique- 
ment ascendantes comportent deux ouvertures obturées par deux 
glaces qui permettent |’observation de l’animal en expérience : les 
‘deux extrémités du prisme sont fermées par des plaques amovibles 
serrées au moyen de vis basculantes munies d’écrous a orcilles ; 
l’étanchéité de cette fermeture est obtenue par interposition de bandes 
de feutre. Une des plaques comporte l’appareillage de conlention de 
la téte de l’animal ainsi que les goujonms de fixation d'un masque 
destiné, en cas de besoin, aux inhalations gazeuses que nécessiterait 
Vexpérience en cours. 

La face supérieure comporte des tubulures multiples : l’une, de 
15 mm. de diamétre, permet d’aboucher le tuyau d’aspiration. ; les 
autres, trois ou quatre, avec serrage d’étanchéité, sont destinées soit 
& connaitre & chaque instant la valeur de la dépression pneumatique, 
soit &4.la mise en place d’un thermométre, soit au passage du fil d’une 
ampoule électrique qui assure le chauffage de l'appareil et tacilite 
Vobservation de 1’animal. 

Le dispositif de contention de l’animal est peu différent de celui 
employé en clinique humaine. La téte de’l’animal sort de la chambre, 
le corps est contenu 4 |’intérieur ot i] est retenu par des liens. L’ori- 
fice ovalaire dans lequel passe le cou est rendu étanche par deux 
feuilles de caoutchouc. La feuille de caoutchouc interne est maintenue 
par un cadre métallique fixé par des boulons. La feuille exlerne est 
maintenue par deux plaques de métal coulissant par des rainures a 
guillotine et qu’immobilisent également des boulons. Ces deux pla- 
ques limitent entre elles un orifice central dont le diamétre répond 
A celui du cou de l’animal ; elles évitent les mouvements de retrait 
de la nuque lors de l’aspiration. La plaque inférieure comporte un 
plateau horizontal qui soutient le maxillaire inférieur et empéche la 
téte de basculer. 

Dispositif d’aspiration. — Le principe du_ dispositif d’aspiration 
reste identique a celui employé en clinique par Drinker et Shaw (5) 
et qui a été heureusement modifié par Binet, M"* Bochet et 
Strumza (6). Un appareil a aspiration continue type turbine est ma 
par unm moteur électrique a collecteur qui peut tourner plusieurs 
jours sans inconvénient. Un clapet est placé latéralement sur le tuyau 


(4) J. Womtez, Le Spirophore. Paris, Durozier, 1876, 36 pages. 

(5) P. Drinker et L. A. Suaw, J. Clin. Investig., 1929, 7, 229 et 8, 33 ; 
P. Drinker et Mc Kuann, J. Am. med. Assoc., 1929. 92, 1658: 

(6) L. Binet, M. Bocuer et M. V. Strumza  L’Anozémie, Masson et C', 
Edit. Paris, 1939 ; L. Biner et M. Bocuer : Poumon_d’Acier et Respiration 
artificielle. Monographie de « La Médecine », 1943, 24, n° 6. 


Annules de l'Institut Pasteur, t. 71, n°* 11-12, 1945. 32 
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d’aspiration. Ce clapet est ouvert et fermé rythmiquement A l’aide 
d’un petit moteur asynchrone, monophasé, de faible puissance, muni 
d’un réducteur de vitesse, qui fait tourner un disque de bakélite dont 
le pourtour est dentelé ; les \cames de ce disque commandent un 


Chambre de contention et d’aspiration ‘ 
destinée & lexpérimentation sur les animaux de laboratoire. 


levier qui souléve et laisse retomber rythmiquement le clapet. Le pro- 
duit du nombre de cames que porte le disque par le nombre de tours 
qu’il fait par minute conditionne la fréquence des dépressions et par 
conséquent le rythme respiratoire. Le rapport de l’ouverture de l’angle 
répondant aux cames (expiration) a celle de l’angle correspondant aux 
échancrures (inspiration) est de 1,5 4 1 pour respecter la propor- 
tionnalité des temps de la respiration. : 
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“Sur le tuyau d’aspiration, une tubulure latérale dont l’ouverture 
est réglable met en communication le dispositif avec l’air extérieur 
et permet de régler la hauteur de la dépression pneumatique. Les 
dépressions de 10 4 15 cm. d’eau conviennent pour le lapin et le 
cobaye, sans que ces chiffres, en accord avec les données de Drinker 
et Shaw et celles de L. Binet et M"* Bochet soient des limites trés 
précises. I] peut étre nécessaire de changer la dépression au cours de 
la marche de l’appareil. 

Nous avons apporté deux modifications & l’appareil actuellement 
utilisé en médecine. 

1° Le rythme respiratoire varie d’une espéce animale A J’autre ; 
ainsi le nombre de 50 respirations par minute convient au lapin et 60 
au cobaye. Plutét que de changer de disques 4 cames, selon 1l’espéce 
animale en expérience, nous utilisons un moteur muni d’un réducteur 
de vitesse ; il est possible ainsi de faire varier le rythme respiratoire 
de 10 a 100 respirations par minute par la simple manceuvre d’un 
-bouton molleté. 

2° Les respirations rapides nécessitent des interruptions et des réta- 
blissements presque instantanés de l’aspiration. C’est pourquoi, nous 
avons adopté un dispositif inspiré de celui des soupapes des moteurs 
4 explosion permettant une ouverture et une fermeture quasi instan- 
tanée, et partant, une courbe des variations de la dépression trés régu- 
liére. La course de cette soupape est réglable, ce qui permet de dimi- 
nuer ou d’augmenter la dépression a l’intérieur de la chambre, sans 
avoir recours a une tubulure latérale accessoire. 

Technique d'utilisation. — La plaque antérieure munie de la 
feuille de caoutchouc interne étant libérée de |’appareil, la téte de 
animal en expérience est passée a travers l’orifice circulaire qu’elle 
comporte. Le corps de l’animal est glissé dans l’appareil, les pattes 
postérieures fixées sur le plateau horizontal et la chambre pneuma- 
tique est fermée au moyen des vis basculantes. La feuille de caout- 
chouc externe est ensuite placée et la téte est immobilisée par les deux 
plaques coulissantes. Le dispositif d’aspiration est mis en marche et 
son rythme est réglé par le rhéostat. Le degré de dépression est fixé 
par réglage de la course de la soupape. 

Pendant tout le temps de l’opération, |’animal est surveillé ;. on 
note les mouvements spontanés du corps, des oreilles et surtout des 


\maseaux, les caractéres de la respiration qui doit prendre le rythme— 


de la dépression pneumatique, la teinte des muqueuses, etc. 

Pour arréter la respiration artificielle, il suffit d’interrompre le 
contact de marche des moteurs et pour sortir l’animal de 1’appareil 
on ouvre la porte antérieure, l’animal est alors libéré en dévissant 
les plaques qui le maintiennent. 

Premiers résultats. — Aprés avoir vérifié que le cobaye endormi par 
l’action d’un somnifére supporte pendant huit heures des dépressions 
de 11 cm. d’eau et se réveille ensuite normalement, des cobayes cura- 
risés ont été soumis 4 l’action du poumon d’acier. Alors que les ani- 
maux témoins meurent par arrét respiratoire vingt-cing minutes aprés 
Vinjection, ceux qui sont placés dans le poumon d’acier pendant qua- 
tre heures survivent et respirent ensuite normalement. La respiration 
artificielle permet donc d’éviter la mort du cobaye curarisé. 


1! 
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‘Nous donnerons plus tard, lorsqu’ils seront' complétés, les premiers 
résultats obtenus chez les animaux.soumis & l’action de la toxine botu- 
lique. Mais d’ores et déja, il est certain que la respiration artificielle 
continue appliquée aux lapins ou aux cobayes placés dans un poumon 
d’acier permet une survie de l’animal par rapport aux animaux 
témoins, quelle que soit la quantité de toxine injectée : survie de 
trois & quatre heures pour une dose qui tue l’animal témoin en 
deux heures, de trente heures pour la dose qui tue en huit heures et 
de cinquante-six heures pour la dose qui tue en vingt-huit heures. 

Conclusions. — L’appareil que nous présentons permet de soumet- 
tre les animaux de laboratoire : cobayes, lapins, etc., a 1’effet pro- 
longé de la respiration artificielle et de faire varier le nombre et le 
niveau des dépressions pneumatiques en accord avec le rythme respi- 
ratoire propre a chaque espéce animale. 

Cet appareil sans autre thérapeutique associée a permis d’observer 
des survies prolongées chez l’animal soumis. aux effets de doses — 
massives de toxine botulique. 


(Institut Pasteur, Service de Microbie technique.) 


REMARQUES ET SUGGESTIONS 
SUR LA STRUCTURE DES PROTEINES-VIRUS 


[par M. DERVICHIAN. 


Etudiant la structure d’un gel desséché de virus de la mosaique du 
tabac, Bawden, Pirie, Bernal et Fankuchen (1, 2) ont mis en évidence 
l’existence de certains intervalles périodiques correspondant a une 


distance latérale de 152 A entre des éléments allongés disposés paral- 
lélement dans la direction de leur axe d’allongement (fig. a). Pour 


ces auteurs, cette période de 152 A correspondrait & la distance latérale 
entre longues « molécules » empaquetées céte a céte et se confondrait 
ainsi avec |’épaisseur de la « molécule de virus ». De plus, les valeurs 
des intervalles entre les différents plans de réflexion impliquent un 
arrangement hexagonal dans le plan qui coupe les particules perpen- 
diculairement a leur direction commune d’allongement. Ces mémes 
auteurs, étudiant une solution 4 13 p. 100 du méme virus, ont cons- 


taté que la distance latérale, passant A 470 A, était devenue trois fois 


plus grande que la période de 152 A dans 1’état sec. Ils en ont conclu 
que les « molécules du virus » se trouvent écartées par ]’interposition | 


entre elles d’une épaisseur de prés de 320 A d’eau, tout en conservant 
leur arrangement régulier (fig. b). La réalité de cette période de 


470 A ainsi que celle d’un arrangement régulier sont hors de doute.- 


(1) Bawven, Pirie, Bernat et Fankucnen, Nature, 1936, 438, 1051. 
(2) Bernat et Fankucuen, Nature, 1937, 439, 923. 
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Mais si l’on pense que ]’eau ainsi intercalée correspondrait A plus de 
100 couches de molécules d’eau entourant les « molécules », il est 
inconcevable qu’un ordre puisse se maintenir A une telle distance 
au sein d’un liquide. ' 

La représentation de la structure que je me propose de donner ici 
peut s’accorder aussi bien, si ce n’est mieux, avec les données fournies 
par la diffraction des rayons X. On retrouverait le méme accroisse- 
ment global de la période latérale si l’on envisageait que, tout en 
restant en contact, les particules gonflaient en s’imbibant d’eau de 
fagon que leurs éléments internes (molécules filiformes de protéines 


(a) () (c) 


En (a) est schématisée la structure du virus dans l'état anhydre. Avec l’inter- 
prétation de Bawden, Pirie, Kernal et Fankuchen les particules seraient 
écartées comme représenté en (5). L’hypothese développée dans cet article est 

~ illustrée en (c). On voit que ce sont les molécules constitulives, intérieures a 
chaque particule, qui sont écarlées 


et d’acides nucléiques par exemple) se trouveraient écartés d’environ 
trois fois leur distance a l'état sec (fig. c). Comme il s’agit de varia- 
tions relatives, il suffirait de beaucoup moins de couches d’eau inter- 
calées entre ces éléments filiformes internes pour obtenir le méme 
accroissement de la période lalérale observée, Ainsi, en adoptant la 


valeur plausible de 6 A comme distance lalérale moyenne entre les 
éléments filiformes, on trouve gqu’il suffirait de quatre couches de 


molécules d’eau intercalées, soit 12 A pour que l’ensemble de la 
particule atteigne trois fois son diamétre initial. On peut, d’autant 
plus facilement, concevoir que l’ensemble de la solution puisse étre 
ainsi ma ntenu dans un ordre susceptible de donner lieu a des phéno- 
ménes d’inlerférence avec les rayons X, que beaucoup de substances 
et de mélanges de colloides (argile, savons, myéline, acélate de cellu- 
lose, etc.) comservent une structure organisée, aprés gonflement ou 
coacervation, en ayant intercalé entre leurs molécules une quantité 
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de solvant qui atteint, mais ne semble pas pouvoir dépasser, quatre 
molécules. 

Bungenberg de Jong (3), sous le nom de coacervats, a décrit des, 
espeéces de démixtions dans lesquelles une solution concentrée de 
colloides se sépare et reste en équilibre au contact d’un exces du 
solvant. C’est ainsi, qu’avec un mélange en parties égales de gélatine 
et de gomme arabique dans l’eau 4 pH 3,5 [des mélanges contenant, 
des acides nucléiques ont été également étudiés (4)], la solution se 
sépare en deux couches dont Ja partie inférieure contient 13 4 14 p. 100 
d’extrait sec, alors que la couche supérieure n’est constituée que 
d’eau. La également, tout au plus, quatre couches de molécules d’eau 
peuvent enrober chaque molécule filiforme de colloide. Or, sans aucun 
doute, la phase ainsi coacervée présente une structure puisqu’elle ne 
se disperse pas dams un excés d’eau. : 

I] n’est pas étonnant que les photographies du virus de la mosaique 
prises avec le microscope électronique laissent apercevoir des épais- 


seurs de la particule se rapprochant de 150 A, puisqu’il s’agit de pré- 
parations observées aprés évaporation de l’eau. En ce qui concerne les 
autres: techniques, bien que toutes les déterminations soient effec- 
tuées en solutions diluées, on doit s’attendre & trouver des valeurs de 
la largeur beaucoup plus proches ‘que celle de la particule non gon- 
flée. En effet, de par sa structure, l’eau de gonflement est particu- 
ligrement plastique, de sorte qu’au cours des mouvements de la 
particule au sein de 1’eau, celle-ci circule aussi bien autour qu’a 1!’in- 
térieur des particules.. La section-efficace 4 envisager et qui intervient 
dans le frottement, qu’il s’agisse de viscosité, de diffusion ou de sédi- 
mentation, se confond donc, en premiére approximation avec celle de la. 
particule anhydre. 

La solution de virus 4 13 p. 100 se présente en équilibre avec une 
solution surnageante diluée, comme dans le cas de la coacervation. 
Lorsque la phase concentrée est en petite quantité, elle donne des 
gouttelettes d’autant plus allongées qu’elles sont plus petites (1). A 
l’extréme limite de divisibilité, on retrouverait donc la forme cylin- 
drique de la particule du virus. Mais comment faut-il interpréter 
l’existence d’une limite a cette divisibilité ? Remarquons que pour 
qu’il y ait coacervat, il faut un nombre minimum de molécules de 
colloides afin de pouvoir constituer un édifice avec l’eau. Puisqu’il y 
a structure, il faut de quoi faire au moins une maille élémentaire. 
Comme dans le cas des alliages, cette maille élémentaire sera d’autant 
plus grande que les constituants sont plus. variés et en proportions 
plus diverses, afin de pouvoir contenir au moins un représentant de 


chaque espéce. Or, le diamétre de 152 A indique qu’il n’y a qu’en- 
viron vingt-cing molécules alignées suivant le diamétre de la section 
droite de la particule. Les coacervats se dissocient en dehors d’un 


certain domaine du pH; ceci est encore un point commun avec 
Ie comportement des virus. 


(3) H. G. Buncenserc ve Jone, La coacervation et son importance en bio- 
logie, Trad. frang. (Hermann, Edit., Paris, 1936). , 
(4) Buncenserc ve Jong et DEKKER, Biochem. Zeit., 1929, 242, 318. 
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Un arrangement moléculaire cristallin n’est pas le propre de la 
matiére inerte solide : déja les liquides purs sont soumis A un véri- 
table ordre a l’échelle moléculaire. Que‘ dire des solutions mixtes 
relativement concentrées en lesquelles se résolvent en derniére- ana- 
lyse tous les éléments figurés de la cellule (5) ? Il s’agit souvent de 
véritables cristaux liquides ou de coacervats dans lesquels un ordre 
moléculaire périodique s’impose. Ainsi la particule de virus gonflée 
a 13 p. 100 ne nous apparait pas comme fonciérement différente dans 
sa structure d’un élément de la cellule vivante. Dans son état gonflé, 
il faut donc lenvisager comme inclus dans la structure de la cellule, 
ou « syncristallisé » avec elle. Dés lors, on devine aussi bien la spéci- 
ficité vis-a-vis de l’héte que la perturbation que l’organisation du 
virus améne dans l’organisation moléculaire de la cellule. 

Pour ce qui est de la « cristallisation » de certains virus, il faut 
Venvisager comme l’analogue de ce qui se passe au cours du relar- 
gage des savons, oti des solutions liquides mais néanmoins fortement 
organisées se transforment en des cristaux qui ne different des pre- 
miers que par le départ de quelques couches d’eau intermicellaires. 
Que les cristaux de Stanley, provenant de la déshydratation du virus 


' gonflé, véritable solution a 13 p. 100 mais non moins organisée, con- 


servent encore a I’état latent certains caractéres de la matiére vivante, 
il n’y a rien 14 de nouveau si l’on songe par exemple aux spores de 
certains organismes végétaux. Dans ce cas également, les constituants 
colloidaux a l|’état de solutions mixtes fortement organisées dans la 
cellule passent, dans la spore, dans un état plus proche de 1’état 
cristallisé par suite de la déshydratation. Cette transformation est au 
moins aussi réversible que dans le cas du virus. 


Unstitut Pasteur. Service de Chimie Physique.) 


NECESSITE DES ELECTROLYTES 
POUR LA FIXATION DU BACTERIOPHAGE 
SUR LES BACTERIES SENSIBLES 


par A. GUELIN. 


De nombreux auteurs ont signalé l’importance des électrolytes pour 
la multiplication du bactériophage ou pour la production de la lyse 
bactérienne, sous l’influence de ce dernier. Gratia, en 1939, a démon- 
tré que des solutions riches en électrolytes étaient douées d’un pou- 
voir inhibiteur vis-a-vis de la fixation du bactériophage sur les bac- 
téries (1). 

Au cours de mes recherches j’ai pu constater que la fixation de certains 
bectériophages sur les bactéries est réduite au minimum dans un milieu 


(5) D. Dervicatan, ces Annales, 1942, 68, 422. 
(1) A. Gratia, C. R. Soc. Biol., 1939, 3, 62. 
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liquide privé de sel, l’eau distillée par exemple ; d’autre part l’inten- 
sité de la fixation dépend de la quantité du sel ajoutée (NaCl). 

Des volumes croissants d’une solution  stérilisée contenant cing 
molécules-grammes de NaCl par litre sont distribués dans une série de 
tubes d’eau distillée, additionnée d’un nombre connu de bactéries et 
d’un taux déterminé de bactériophage. Les bactéries ont été préala- 
blement chauffées, pendant une heure, 4 58°, puis centrifugées et 
lavées avec de 1l’eau distillée. Le bactériophage a été dilué avant sa 
répartilion de fagon a éviter l’apport de sels par le bouillon du filtrat. 
La quantité de phages utilisée dans des expériences paralléles est sensi- 
blement la méme. Pendant la durée de la fixation, qui est toujours 
d'une heure, les tubes sont maintenus au bain-marie 4 37° C. 


° ce eS es ee a ee 
Nac!t —», o ike) 20 30 40 50 60 70 80 980 100 i020 
PH —*. 6,2 6.4 6,6 7,9 22 


Fic. 4. — Proportions de corpuscules-bactériophages fixées sur le bacille Y 6 R 
en fonction de la concentration du milieu en NaCl. 


Les phages fixés sur les bactéries tuées par le chauffage sont perdus 
pour le tilrage. Seuls les phages non fixés peuvent étre décelés \ par 
étalement avec des bactéries vivantes sur une plaque de gélose. Le 
nombre de ces phages libres, soustrait du nombre initial du phage 
donnera la quantité fixée sur les bactéries. 


Les résultats de nombreux titrages opérés dans ces conditions ont 


montré. que, pour un temps arbitrairement déterminé, la quantité. 


de bactériophage C 16 ou § 18, fixé sur les bactéries sensibles et chauffées, 
croit parallélement a l’augmentation de la quantité de sel ajoutée ; 
elle atteint un maximum, puis elle diminue pour des quantités de 
sel plus grandes: 

La concentration. optima de NaC] s’est montrée trés différente sui- 
vant la variété du baclériophage employé : le C 16 et le S 13, tous les 
deux actifs sur le méme bacille dysentérique Y,R. Ces deux bactério- 
phages ont été choisis en raison de leur différence de taille, l’un est 
le plus petit, l’autre l’un des plus grands connus, l’optimum de 
fixation pour le bactériophage C 16 (57 + 3 my) est obtenu avec 2,9 
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p. 100 de NaCl tandis que le bactériophage $13 (19 + 1 my) exige 
58 p. 1.000 (2). 

Le pH est sans influence sur la fixation, puisque l’addition A l’eau 
distillée de 2,9 p. 1.000 de NaCl (quantité optimum pour la fixation du 
bactériophage C16) ne le fait pas sensiblement varier. D’autre part, 
les différents échantillons d’eau distillée, dont le pH varie de 6,2 
a 7,4 ne donnent pas les mémes résultats en l'absence de sel. 

Aux concentrations optima de NaCl, pour chacun des deux bactério- 
phages étudiés, la vitesse de fixation est différente, 90 p. 100 du bac- 
tériophage C16 (grande taille) sont déja fixés en dix minutes, tandis 
que la méme proportion du bactériophage S 13 (petite taille) ne l’est 
qu’au bout d’une heure environ. 

En présence de tels faits, on est en droit de se demander s’il n’exis- 


FIX. 
400% 


80% 
60% 
40% 
20% 


° 


°o 190 20 390 ao 50 690 
MINUTES 


Fie. 2. — Vitesse de firation des bactériophages Cy, et Sy, sur le bacille Y 6 R. 
en présence de la quantité optimum de NaCl pour chaque bactériophage. 
- 


terait pas une relation entre la taille des bactériophages et la quantité 
de sel nécessaire pour atteindre l’optimum de la fixation sur les 


bactéries. Des expériences nouvelles apporteront la réponse Aa cette . 


hypothése. 
Je voudrais ici remercier Grabar et Chorine pour leur aide et leurs con- 
seils apporiés dans mon travail. 


Concitusion. — 1° Dans l’eau distillée la fixation des bactériophages 
C 16 et S 13 sur le bacille Y 6 R est insignifiante ; elle apparait dés 
gu’on y ajoute une certaine quantité de NaCl ou d’un autre électro- 
lyte. 

2° L’intensité de la fixation croit en fonction de la quantité de sel 
ajoutée jusqu’a une certaine concentration, puis décroit. 

3° La quantité optimum est différente pour les deux bactériophages 
étudiés : 2,9 p. 1.000 pour le bactériophage C 16 (57 + 3 my) et 59 p. 1.000 
pour le bactériophage S$ 13 (19 + 1 muy). 

4° La vitesse de fixation en présence des quantités optima de NaCl 


(2) Tailles déterminées par Leping, Nicotre et Gurntini, Ann. Inst. Past., 
1942, 68, 503. 


2a = s 
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est différente pour les deux bactériophages : le C16 se fixe beaucoup 
plus vite que le S$ 13. 

Les expériences en cours montreront s'il y a un rapport entre la 
taille du bactériophage et la quantité de sel nécessaire pour le maxi- 
mum de la fixation. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoires dans les 


Annales de l'Institut Pasteur : 


Spectres d’absorption des microbes dans l’ultraviolet, par 
R.-O. Pruppomme, M. Rovyer et Me A.-M. Straus. 


Augmentation du nombre des bactériophages en présence de 
bactéries stérilisées par irradiation, par M. Rovuyer et 
R. LATARSET. 


Séance du 5 octobre 41944. 


Présidence de M. Jacques TREFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


INFLUENCE DES VOIES D’'INTRODUCTION DE LA TOXINE 
SUR LE BOTULISME EXPERIMENTAL DU LAPIN 


par R. LEGROUX, Jxan-C. LEVADITI et C. JERAMEC. 


Nos recherches sur le botulisme expérimental du lapin ont pour but 
de préciser si 1’étude de sa pliysiologie pathologique ne peut suggérer 
des essais thérapeutiques. Afin d’observer les modifications éventuelles 
de ]’intoxicalion botulique, nous avons, dans une premictre série d’expé- 
riences, fait varier les doses de toxine injectées par une méme voie, la 
‘voie intraveineuse, tandis que dams une seconde série d’essais nous 
avons utilisé différentes voies d’introduction d’une méme dose de 
toxine. 

La toxine employée provenait d’une souche de Cl. botulinum de 
type B isolée d’une conserve ménagére de petits pois (1) ; son activité 
est extréme: 2 x 10—® c. c. injectés par voie sous-cutanée A un 


(1) R. Lecroux et M™e C. Jéramec, Bull. Acad. de Méd., 1942, 426, 372. 
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cobaye de 400 g., le tuent en quatre jours. Cette toxine est conservée 
en ampoules scellées placées A la glaciére & + 5°; dans ces conditions 
lVactivilé pathogéne reste inchangée pendant plus d’un an. Il a été im- 
possible de répéter la totalité des expériences avec une toxine de type A 
a cause de la pénurie d’animaux ; nous avons vérifié seulement la con- 
cordance des principaux résultats obtenus avec les deux toxines. 

Quelle que soit la quanlilé de toxine introduite dans lVorganisme du 
lapin, quel que soit son mode de pénétration, les symptOmes de la 
maladie et les lésions ont toujours été identiques. Aprés une période 
d’incubation dépourvue de symplémes apparait une incoordination des 
mouvements des pattes postérieures, elle est suivie d’une hypotonie des 
muscles abdominaux et de la ceinture scapulaire, enfin la paralysie des 
muscles de la nuque entraine la chute de la téte. Si on couche |’animal 
sur un flanc il ne peut se redresser sur ses pattes. Une bave limpide 
s’écoule du museau. La respiration perd de son amplitude, son rythme 
se ralentit, en dernier lieu le Iapin est complétement inerte, seuls, les 
mouvements diaphragmatiques sont perceptibles et la mort a lieu par 
arrét respiratoire (2). A l’autopsie les lésions signalées par van Ermen- 
gem (3) ont été retrouvées par nous, mais nous souvenant de la persis- 
tance des battements cardiaques deux heures aprés l’apnée survenue 
chez une jeune femme morte d intoxication botulique nous avons 
recherché intentionnellement les mouvements du cceur. Or aprés l’arrét 
respiratoire les oreillettes battent encore et, dés l’ouverture de 1l’enve- 
loppe péricardique, les contractions ventriculaires reprennent. Les con- 
tractions de Voreillette droite durent parfois plusieurs heures malgré 
la lente dessiccation de l’organe. 

Les lésions microscopiques déja décrites par Van Stricht et par Mari- 
nesco consistent en hyperémie de la plupart des organes, ainsi les 
vaisseaux de l’encéphale sont dilatés et gorgés d’hématies. L’atteinte 
histologique des neurones se réduit 4 la chromatolyse ou seulement & 
une floculation des corpuscules de Nissl. Quelques neurones sont entou- 
rés de cellules satellites. 

Variations des effets de la tozine suivant la dose injectée. — La voie 
choisie fut la voie intra-veineuse. Différentes doses de toxine ont été 
injectées A des lapins de 2 kg. La plus considérable est celle de 15 c. c., 
puis viennent par ordre décroissant : 10 c. c., 1 c. c. et, au moyen de 
dilutions en eau physiologique : 10—?, 5 x 10—? jusqu’é 10—* c. c. de 
toxine. 

Seul le lapin ayant recu 10—® c. c. a survécu. Cette dose n’a déter- 
miné aprés quelques jours qu’un amaigrissement et une aphonie qui 
ont cédé deux semaines aprés ]’injection. La dose minima mortelle est 
donc comprise entre 10—5 et 10—°. 

Si pour les différentes doses mortelles la symptomatologie est la 
méme, la durée de la-période d’incubation et celle de la maladie appa- 
rente -varient en raison inverse de la quantité de toxine injectée : pour 
15 c. c. la durée d’incubation est de trente minutes et la mort survient 


(2) L. Bryer, R. Leroux, J. C. Levanitr et MUe Pouronnet, C. R. Acad. Sci., 


1944, 248, 863. j ; ; 
(3) E. Van ErmenceM, Contribution a l'étude des intoxications alimentaires, 


extrait des Archives de Pharmacodynamie, Gand, 1897, vol. III. 
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trente-sept minutes aprés l’injection, pour 10—5 c.c¢. l’incubation est 
de soixante heures et la mort survient soixante-dix-sept heures aprés 


V’injection (tableau I), Entre ces’ deux limites les chiffres observés se 


ae 
is TABLEAU I, 


ANTITES INJECTBES MALADIE 
ay eS eeatimaties cubes INGUSASION apparente AS REN aoe 
WE aC ik ho, 0 h. 30 0h. 7 ‘Oh. 37 
{ «ES Re meer 0 h. 30 0 h. 20 0 h. 50 
; UNI Men Soe ea Pehe25 0 h. 25 4 h. 50 
esta ar an Brass ge of SAREE 2 4h. 30 0h. 30 Ae) Oe 
ine Lite Gi i ete pial ah ig Radi 2h. 4 h. 40 3 h. 40 
A Ope Sa 2 nem ee a 1s 5 h. 30 42 h. 30 
: A Oscge Ae ieee ar et eee 42 b. & h. 30 20 h. 30 
my (= Ny en Sle ia rt 60 h. 47h. 71 h. 


Variation de la durée de V’incubation et de la maladie apparente suivant la dose in- 
jectée. Voie d’inoculation : intraveineuse. 


placent assez réguliérenient sur deux courbes ayant l’aspect d’hyper- 
boles semblables aux courbes de toxicité habituelles. 

Variations des effets d’une méme dose de toxine suivant sa voie d’in- 
(Saees troduction dans Uorganisme. — Nous avons utilisé 10—1 c.c., dose 

; minima de. toxine capable de déterminer la mort du lapin lorsqu’elle 
est introduite par voie intra-gastrique. Comme dans la premiére expé- 
rience les symptémes sont les mémes, seules varient la durée de la 
période d’incubation et celle d’évolution, de la maladie apparente. Dans 
a) le tableau II les voies d’introduction de la toxine dans 1’organisme 
Ke Ds sont classées suivant la rapidité d’action de cette toxine. Ce tableau 


= ; . Tasigaw II. 


MODE D'INJECTION INCUBATION MALADIB LA DOSE TUE 
apparente 


Intra-veineuse 

Intra-artérietle 

Intra-musculaire 

Intra-cérébrale 

: Intra-pulmonaire. . 

re \ Sous-occipitale 

Sous-cutanee . 

Be *) Chambre antérieure de l'cil 
beak Ain Intra-péritonéale 

She [inline eciati isl Wi ete mo tes 
Hi Ve Intra-gastrijue 

intra-rectale 


Sok & Pee 
SSS SSR oe 
coer 


h. 
h. 
h. 
h. 
h. 
h. 
i 
h. 
h. 
h. 
h. 
h. 


4 
0 
4 
4 
2 
8 
{ 


Wott mF 
— 
_ 
ae 
i) 
bw 


Variations de durée des périodes d'incubalion et de maladie apparente suivant le mode 
dintroluction d'une méme dose 10-! c. c. de toxine dans l'organisme du lapin. 
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'indique la durée de la période d’incubation, celle de la maladie appa- 
rente et enfin le temps qui s’est écoulé entre l’injection et le moment 
ou l’animal a succombé. La plupart de ces essais ont eu lieu sur plu- 
sieurs animaux et les chiffres inscrits sont les moyennes des chiffres 
observés. 


De examen des temps notés sur ce tableau il résulte que les voies 
qui produisent les intoxications botuliques les plus rapidement mor- 
telles sont les voies intra-vasculaires aprés lesquelles se classent. les 
voies intra-musculaire et intra-cérébrale tandis que les voies digestives 
qu’elles soient gastrique ou rectale, engendrent des intoxications d‘évo- 
lution lente. Les modes d’introduction de la toxine les plus actifs sont 
ceux qui assurent sa diffusion rapide dans tout l’organisme et ceux qui 
mettent directement la toxine au contact du systéme nerveux central. 


ConcLusions. — Au cours du botulisme expérimental du lapin plus la 
dose injectée est forte plus bréves sont les périodes d’incubation et 
d’évolution de la maladie, mais jamais la toxine. n’a d’effet immédiat, 
la période d’incubation la plus courte étant de trente minutes. 

De tous les modes d’introduction de la toxine dans ]’organisme ceux 
qui assurent sa diffusion la plus rapide au systéme nerveux central sont 
les plus actifs. Quels que soient la quantité de toxine introduite dans 
lVorganisme et son mode de pénétration les symptémes de la maladie , 
sont identiques et la mort a lieu par arrét respiratoire tandis que le 
ceeur peut continuer a4 battre pendant plusieurs heures. 


(Institut Pasteur.) 


Paraitront en Mémoire dans les Annales de l’Institut Pasteur les com- 
munications suivantes : 


Etude morphologique des « Giardia » du mouton et des rumi- 
nants, par R. Descurens et L. Lamy. 


Recherches immunochimiques sur la bactéridie charbonneuse. 
V. Nucléoprotéides, par M" A.-M. Straus, R.-O. PrupHomme et 
P. GRABAR. 


ASSEMBLEE GENERALE 


L’Association, réguligrement convoquée, est réunie en Assemblée générale. 
Le Secrétaire général expose la situation de l’Association, dont le Bureau 
en exercice aurait da étre renouvelé pour l’année 1941. L’Association n’a 
pas, voulu procéder, sous l’occupation ennemie, a des Assemblées générales 
ni A des élections qui n’auraient pu étre libres en raison des contraintes 
imposées et des limitations apportées 4 l’exercice du vote. L’Association a 
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néanmoins réussi & maintenir une vie active, attestée par le succés de ses 
réunions mensuelles et l’abondance des communications qui y ont été pré- 
sentées. 

L’expérience a rendu souhaitable\une modification des statuts destinée a 
faciliter le fonctionnement de la Section frangaise de 1l’Association et 
A consacrer Vétat de fait qui a été eeanee par la périodicité réguliére de 
ses réunions scientifiques. 

Aprés approbation des comptes du Tresorier préalablement visés par les 
Commissaires aux Comptes, l’Assemblée ratifie les admissions provisoires 
des membres, conformément aux statuts, par la Commission de Présentation 
depuis la derniére Assemblée générale. Sont ainsi admis MM. Delaunay, Sar- 
ciron, de Fonbrune, Vendrely, Ferroux, Loiseleur, Latarjet, Robert David, 
Nitti, Fasquelle, Brocard, Dervichian, Bonét-Maury, N Noél Rist, Desbordes, 
Régamey, Aubel, Thieulin, Guerbet, Germenot, Chande ier, de la Chevas- 
nerie, Jacques Monod, Keilling, Marcel Raynaud, Senthille, Gallix, Nabonne, 
Gallut, Velu, Matagne, Fricker, Marchal, Perdigon, Rouyer, M™e Y. Lehoult, 
Mues J, Pagés, S. Lamblin, Staub, M™e Guélin. 

On procéde ensuite A la lecture des nouveaux statuts, destinés A com- 
pléter et A remplacer les statuts du 28 octobre 1937 modifiés le 29 octobre 
1938. Les 33 articles des nouveaux statuts sont mis aux voix et adoptés 4 
Punanimité. 

En conséquence, la Section francaise de l’Association des Microbiologistes 
de Langue francaise prend désormais le nom de Société Francaise. de Micro- 
biologie. 

Dés que les conditions de impression le permettront, un exemplaire des 
nouveaux statuts sera adressé 4 chacun des membres de 1l’Association. 

Il est procédé aux élections, conformément aux statuts qui viennent d’étre 
adoptés, pour le Bureau 1944-1947. 

Nombre de votants : 91. Majorité : 46. 

1° Bureau de la Section franeaise : 


Président : 
Mi EE Negros iin ctealeve.ct Stor th rsweainere eens 90 voix. Elu, 


MM=Magroutls 2 spencer trate cel % of cele es ST voix. Bla. 
Gastinelis, vshe7 operant. sense - 177 voix. Elu. 


Ont obtenu également : MM. Reilly, 10 voix ; Fromageot, 3 voix ; Dumas, 
2 voix ; Prévot, 2 voix ; Legroux, 1 voix. 


Membres du Bureau : 


MM. Dujarric de la Rividre. .......... 75 voix. Elu. 
Regnier hcp cater tere coh ee caer coon tome ~. 15 voix. Elu. 
Nene a See er a | Meare Gre Gs 72 voix. Elu. 
LWOl re sys sagt cen ene eet ie cet sees 67 voix. Elu. 


Ont obtenu : MM. Prévot, 17 voix ; Lemoigne, 15 voix ; Legroux, 13-voix ; 
Fromageot, 9 voix ; Reilly, 5 voix ; ‘Staub, 2 voix ; Mile Guillaurie: 2 VOIX} 
MM. Aubel, Nitti, Girard, Loiseleur, Dumas, Cuzin et Blanc, chacun 1 voix 


Trésorier ; 
M:iJean-C. Lévaditin heed suck ae cnet 89 voix. Elu. 
Ont obtenu : MM. Prudhomme et Vieuchange, chacun 1 voix. 
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Secrétaire général : 
MiP AE pine *: Yee eos eo ae ed conn aeons 90 voix. Elu. 
M. Nitti obtient 1 voix. 
2° Délégué permanent a l'Association Internationale de Microbiologie : 
NEST RRGEGUGL > Saree’ aac FTG Gay OR re a 89 voix. Elu. 
MM. Legroux et Ramon obtiennent chacun 1 voix. 


3° Membres dHonneur : 


Ye Sh ol ict C1 8 sy at 9{ voix. Elu. 
Fee PAA UE te, dei chet at dohwacle santk ier aa orest Ss 90 voix. Elu. 
So WiDOOPRESE rece ghia. soa arith a! al ws 90 voix. Elu. 


MM. Pasteur Vallery-Radot et Wollman obtiennent chacun 1 voix. 


4° Membres du Conseil : 
DEM LeROPAQU iaacnc, <fta kG. Sart y la eae cuistae roca 3 89 voix. Elu. 


NE ESR SOROS eh tev ona He ee TR BES ore Pe 89 voix. Elu. 
MM. Gabriel Bertrand, Wollman, Legroux et Pozerski obtiennent chacun 


1 voix. 


5° Commission de Présentation : 

Les membres sont désignés par tirage au sort parmi les membres présents 
A Assemblée, la Commission devant étre renouvelée par tiers a l’expiration 
des mandats de ses membres ainsi désignés, Sont ainsi désignés : 

MM. Gastinel, Manouélian et Roubaud pour une durée de trois ans. 

MM. Thibaut, Bovet et Dervichian pour une durée de deux ans. 

MM. Lwoff, Bretey et Chorine pour une durée dun an. 


Le Secrétaire général : 
P. L&pine. 


Séance du 2 novembre 1944. 
Présidence de M. NéGrE. 


COMMUNICATIONS 


ETUDE, PAR ENREGISTREMENT PHOTOMETRIQUE, 
DU MODE D’ACTION /W V/TRO DES SULFAMIDES 
par P. BONET-MAURY et R. PERAULT. 


Ce travail a été effectué avec le biophotométre différentiel de Bonét- 
Maury et Walen, qui enregistre automatiquement opacification de 
6 ou 12 cultures microbiennes proliférant A 37° dans des fioles mécani- 


quement agitées (1). 


(1) Bonér-Maury et Waten, ces Annales, 1944-1945, 74, 284. 
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Courbes normales de croissance du staphylocoque. — L’étude de 
l’action d’une sulfamide suppose la connaissance préalable de la crols-. 
sance normale du germe choisi [staphylocoque en bouillon Truche] (2). 
La prolifération bactéricnne apparail comme un phénoméne compliqué 
et délicat, assujetti A de nombreux facteurs. Cependant, dans certaines 
conditions, la croissance microbienne obéit a des lois trés simples (3). 
Rappelons-les sommairement : 

On sait que la prolifération d’un microbe s’effectue par bipartition 
ou générations successives et la concentration en germes N, (nombre 
de germes/cc. A l’instant £) doublée 4 chaque génération, doit croitre 
suivant une progression géométrique : 


No =concentration au temps t= 0, 
Ne = No X 22 réalisée par inoculation (inoculat). (4) 
n= nombre de divisions au temps ¢. 
ou, en logarithmes : 
log Ne=log No +7 X log 2. (2) 


Le temps nécessaire pour que N double est le temps de division ou 


de génération. 
t 
=. h (3) 


La vitesse de multiplication ou taux de croissance (3) y, représente le 
nombre de bipartitions en une heure : 


2=-. (4) 


L’expérience montre que la croissance de nombreux germes s’effectue 
bien, dans des conditions convenables, suivant la formule (1), c’est- 
a-dire une loi exponentielle ; elle est souvent précédée d’une « phase 
de latence » et ne se poursuit pas indéfiniment, mais s’arréte sponta- 
nément. Graphiquement cette croissance se traduit, en coordonnées nor- 
males, par une courbe en § (fig. 1 A) ; il est commode d’utiliser des 
ordonnées logarithmiques, car on obtient alors une droite terminée par 
un crochet (fig. 1 B). 

Nous avons choisi des conditions telles (milieu, agitation, ensemence- 
ment, etc...) que la croissance du staphylocoque puisse s’effectuer sui- 
vant la formule 1 ; la prolifération s’arréte quand N, atteint 1 ou 2 mil- 
liards de germes/c.c., c’est-d-dire aprés une trentaine de divisions 
(Zoos Oak OD) 

Avec le biophotométre différentiel, l’enregistrement de cette prolifé- 
ration se traduit par une courbe en §S (fig. 2), bien reproductible pour 
chacune des fioles de l’appareil. Quelle est la signification exacte de cette 
courbe ? 


I] faut remarquer tout d’abord que l’opacité d’une culture n’est plus 


(2) Composition du Bouillon Truche : Peptone Uclaf, 20 g.; NaCl, 5 g.; 
Glucose pur, 2 g.; Eau distillée, q. s. p. 1.000 c. c. 

(3) Monop, Recherches sur la croissance des cultures bactériennes. Her- 
mann, 1942. 
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décelable optiquement & l’ceil ou au photométre, lorsque la concentra- 
tion microbienne descend au-dessous de 106 germes/c.c. ; la ‘courbe 
observée ne représente done que le dernier tiers environ de la croissance 
(fig. 1 B). En outre, les ordonnées de la courbe enregistrée correspondent 


aux déviations du galvanométre, c’est-d-dire A une échelle arbitraire; un— 


' étalonnage du biophotométre avec des suspensions bactériennes de titre 
connu (4) est nécessaire pour traduire ces déviations en concentrations 
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Fic. 2. — Enregistrement des courbes de croissance du staphylocoque. 


microbiennes N; Cette traduction effectuée, la courbe de croissance 
devient en coordonnées semi-logarithmiques bien rectiligne (1), c’est- 
a-dire que dans son dernier tiers la prolifération est bien exponentielle. 
Comment s’effectue la croissance dans la partie initiale ? 

Celle-ci correspond ala partie horizontale de la courbe enregistrée et 
on la considére souvent comme une « période de latence » ; en réalité, 


(4) La numération des germes est effectuée dans une cellule spéciale de 
Zeiss, dont la profondeur (6,2 ,,) a été mesurée obligeamment par MM. Grun- 
tint et J. Levapitt au moyen de leur excellente méthode interférométrique 
(ces Annales, 1943, 69, 17). Des numérations, effectuées par 5 observateurs 
différents, ont donné un écart maximum de 20 p. 100 a partir de la moyenne ; 
pour un méme observateur cet écart reste compris entre 5 et 10 p. 100. 


Annales de UInsti/ut Pasteur, t. 74, n° 11-12, 1945. 33 


498 -ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


elle représente principalement (5) le temps nécessaire pour que la 
culture attegne A partir de No une opacité enregistrable. L’opacité 
apparait nulle seulement par suite du défaut de sensibilité de la 
méthode optique ; pendant toute cette période, optiquement inactive, 
d’autant plus longue que No est plus. faible, il y a cependant augmen- 
tation régul’ére de Nz. Il est facile de vérifier qu’ici encore la crois- 
sance est exponentielle. 

En effet, si l’on fait varier No, c’est-a-dire l’importance de ]’inoculat, 
on constate que la courbe de croissance garde sa forme caractéristique, 
mais se décale dans le temps; des dilutions successives au 1/10 
de No donnent naissance a une famille de courbes identiques, bien — 
paralléles et séparées par un intervalle d’une heure (fig. 2). Cet inter- 
valle correspond au temps nécessaire pour décupler N, soit 3,3 divi- 
sions (23’3 = 10). L’identité des courbes, la constance de leur écart 
indiquent que le rythme de croissance, complétement indépendant 
de No,,est parfaitement régulier dans la partie non enregisirée. 

La croissance du staphylocoque s’effectue bien dans les conditions 
cho’sies suivant une loi exponentielle, dont les constantes se déter- 
minent aisément sur les courbes enregistrées. En effet, sur la figure 2, 
l’intervalle entre deux courbes représente 3,3 divisions ; la distance 
entre les deux courbes extrémes, soit trois cents minutes, correspond 
donc a 5 X 3,8 divisions, d’ou : 


300 


ee — ' a 
6= 75 5= 184 et u= 


ee = 3,3 divisions & lheure. 
Cette valeur de ,, doit représenter Je taux limite (3), car les aliments 
nécessaires a la croissance sont en excés dans le milieu complexe choisi. 

Action du Dagénan sur la croissance du staphylocoque. — En pré- 
sence de Dagénan, la courbe de croissance subit des modifications qui 
dépendent de deux facteurs principaux : la concentration en sul- 
famide Cs et le nombre de germes ensemencés N o. 

1° Pour une concentration constante en Dagénan (M/4.000), on observe 
un ralentissement de la croissance d’autant plus marqué que 1’ense- 
mencement est plus faible (fig. 3), c’est-A-dire que le nombre de bipar- 
titions préalables est plus élevé. C’est ainsi que pour des concentrations 
bactériennes importantes (N , = 100 millions de germes/c. c.), |’action 
du Dagénan apparait presque négligeable et, pour la mettre en 
évidence, il faut avoir recours 4 l’enregistrement différentiel, beaucoup 
plus sensible. Au contraire, avec des ensemencements trés faibles 
{10 germes/c. c.] (6), l’action du Dagénan est extrémement marquée et 


(5) On ne peut exclure a priori une latence physiologique vraie ; il est vrai- 
semblable cependant qu'elle est de faible durée. Nous pensons comme Monod 
(loc. cit.) que la latence, si elle existe, est un phénoméne contingent sans 
influence sur le taux de croissance. La période de latence observée par des 
expérimentateurs utilisant d’autres méthodes de numérations que la photo- 
métrie doit correspondre, au moins en partie, au temps nécessaire pour 
atteindre par prolifération & partir de No, le seuil de sensibilité de la 
méthode choisie. 

(6) No = 10 germes/c. c. représente l’ensemencement minimum pratique, 
car avec des concentrations plus petites il apparait une proportion rapide- 
ment croissante d'ensemencements négatifs dus aux fluctuations statistiques ; 


ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANGAISE 499 


se traduit par un double effet : aplatissement de la courbe et allonge- 
ment de sa partie horizontale (« période de latence »). En faisant subir 
a ces courbes la transformation semi-logarithmique, on obtient régu- 
ligrement des droites indiquant que la croissance se poursuit, en pré- 
sence de sulfamide, suivant un rythme exponentiel. La culture sulfa- 


midée retarde simplement sur le témoin et ce retard peut s’évaluer arbi-. 


tra'rement par le temps séparant l’atteinte d’une méme concentration 
bactérienne (NR = 50 millions germes/ c. c.) par le témoin et la sus- 
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pension sulfamidée (fig. 3 et 4). Ce retard est maximum pour I’ense- 
mencement minimum. ; 

2° Avec un ensemencement initial constant (No = 10 germes/c. c.), 
le ralentissement dépend de la concentration en sulfamide et le retard R 
augmente avec celle-ci (fig. 4). Pour les plus fortes concentrations en 
Dagénan, compatibles avec sa solubilité (M/1.000), trés supérieures a 


celles réalisées dans l’organisme (de l’ordre de M/3.000), la vitesse de 


multiplication, bien que considérablement diminuée, reste cependant 
observable. Nous n’avons jusqu’ici jamais constaté d’arrét complet de 


avec 1 germe/c.c., 30 p. 100 des ensemencements doivent réster trés pro- 
bablement stériles (FisHer. Statistical Method for Research Worker. Oliver, 
et Boyd, London). 


as 
= 
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la croissance, c’est-a-dire une bactériostase vraieé, comme avec les 
radiations ionisantes (7). 
' On peut résumer sous forme graphique l’ensemble de ces résultats, 
en construisant la « surface-d’action » de la sulfamide sur le germe 
choisi ; chaque point de cette surface gauche a pour coordonnées Jes 
3 variables principales examinées : Nj. N; et t. A chaque concentration 
en sulfamide C correspond une surface particuliére, et cette famille 
de surfaces forme un « volume d’action » limité par les surfaces a 
concentration nulle (témoin) et maximum [M/1.000] (fig. 5). Ley 
courbes de la figure 3 représentent une section de ce volume par un 
plan perpendiculaire a l’axe N, ; le retard R est figuré par l’intervalle 
séparant les surfaces extrémes au niveau du plan passant par la 
cote NR = 50 millions de germes/c. c. 

Des expériences en cours nous ont montré que ces résultats sont 


6) 


3 
° 


NOMBRE de GERMES en MILLION: 


s@ 


Fig. 5. — Volume d’action du Dagénan. 


valables pour d’autres germes (B. coli) et d’autres sulfamides (1162 F, 
corps A et B). 

Interprétation des résultats expérimentauzx. — Toutes ces données 
s’interprétent de fagon remarquablement simple. En présence de sulfa- 
mide, la croissance bactérienne se poursuit suivant un rythme exponen- 
tiel régulier, mais avec un taux de croissance réduit proportionnelle- 
ment @ la concentration Cs. en sulfamide. Pour une valeur donnée de 
C , la culture « retarde » sur le témoin a chaque division d’une quantité 
constante r, le retard de division. On observe, finalement, aprés n divi- 
sions, un retard R, somme de ces retards successifs : R — n. r. 

La sulfamide retarde la croissance du germe de la méme facon qu’un 
abaissement de température. 

Comme r croit avec C s, le retard R observé dépend effectivement et de 
la concentration en germes et de l’importance de |’inoculat No, condi- 
tionnant le nombre de bipartitions préalables. On s’explique bien ainsi 


ee PERAULT et ERICHSEN, ces Annales, 1943, 69, 189 et 1944. 
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Vinfluence marquante, constatée par de nombreux expérimentateurs (8) 
du nombre de germes inoculés sur l’action des sulfamides in vitro et 
in vivo. Si lon admet que le pouvoir ralentissant observé in vitro se 
conserve in vivo, ce qui n’est pas démontré, l’effet de la sulfamide se 
bornerait A retarder l’envahissement de l’organisme, pour permettre aux 
défenses naturelles d’intervenir efficacement, et pour leur éviter d’étre 
immédiatement débordées par la rapide prolifération de l’inoculat. Avec 
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cette facon de voir, le pouvoir défensif de l’organisme joue un réle 
important dans le processus de guérison, comme 1’a admis depuis 
longtemps C. Levaditi (10) et on a tout intérét 4 le renforcer artificiel- 
lement. 

Pouvoir ralentissant d’une sulfamide ; essai in vitro des corps nou- 
veauz. — Les courbes enregistrées permettent de calculer les nouvelles 
constantes de croissance en présence de sulfamide. Le retard R corres- 
pond au nombre de divisions nécessaires pour passer de No = 


(8) CoLtesrook, Butte et O'MARA, Lancet, 1936, 2, 1323. — Nirti et Bover, 
C. R. Soc. Biol., 1935, 449, 1277 et 1937, 124, 16 — WotrFr et JuLtus, 
ces Annales. 1939, 62, 616. — Nitt1, Bull. Soc. philomatique de Paris, 1942- 


1943, 424, 124. 
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10 germes/c. c. 8 NR = 5 x 107 germes/c. c., soil 23,2 (6 X 10® = 2?%,?) 
Avec le Dagénan M/1.000 par ex., la figure donne R = 540 min. d’ou 
l’on tire r'= 23,2 min. ; le temps de division du staphylocoque passe 
donc sous l’influence du Dagénman de 18,1 min. a 41,3 min., c’est-a-dire 
qu’il se trouve augmenté de 127 p. 100. Ce taux d’augmentation donne 
une mesure commode du pouvoir ralentissant ; dans la fig. 6 sont 
données les valeurs de r et de Pr, calculées de cette facon. 

L’activité in vitro d’une sulfamide peut donc étre mesurée d’une 
facon précise, dans un milieu donné, par son pouvoir ralentissant Pr 
sur le germe expérimenté, La détermination compléte de Pr en fonction 
de Cs nécessite la détermination d’un nombre suffisant de courbes de 
croissance. Pour l’essai de corps nouveaux, on peut' se borner a un dia- 
gramme ‘photométrique type, permettant une évaluation graphique 
immédiate du pouvoir ralentissant du corps étudié. Ce diagramme 
(Fig. 7) obtenu avec N,—10 germes/c.c., comporte 5 courbes : une 
courbe. témoin, deux courbes en présence de Dagénan (M/1.000 et 
M/16.000) et deux courbes en présence du corps étudié aux mémes 
concentrations moléculaires. De cette fagon on compare directement le 
pouvoir ralentissant du corps, pour deux concentrations extrémes, avec 
celui d’une sulfamide choisie comme référence (Dagénan). 

L’essai de deux corps nouveaux par ce procédé nous a donné une 
activité in vitro, par rapport au Dagénan, qui s’est trouvé en bon accord 
avec l’essai ultérieur in vivo. (Corps A inactif, Corps B de valeur égale 
au Dagénan). 


Conciusion. — L’enregistrement photométrique automatique nous a 
permis de préciser le mode d’action in vitro des sulfamides sur le 
staphylocoque et le B. colt. 

La croissance de ces germes se poursuit en présence de sulfamide 
- suivant un rythme logarithmique régulier, mais ralenti proportion- 
nellement a la concentration en sulfamide. Nous n’avons pas constaté, 
pour les concentrations élevées, d’arrét de la croissance, c’est-d-dire 
de bactériostase vraie, comme avec les radiations ionisantes (7). L’effet 
de la sulfamide sur les germes étudiés est équivalent 4 un abaissement 
de température, ‘c’est-a-dire & un ralentissement des réactions de s syn- 
thése (9). Les courbes enregistrées permettent d’évaluer graphiquement 
(diagramme type) et de mesurer de facon précise (retard de division r 
et pouvoir ralentissant P, ) lactivité antimicrobienne in vitro d’un 
corps nouveau par rapport 4 une sulfamide de référence. 


Institut Alfred Fournier. 
(Service de Chimiothérapie.) 


(9) D’aprés les données de Monop (loc. cit.) sur le ralentissement de 
la prolifération de B. coli par abaissement de température, Veffet du 
Dagénan M/1.000 sur le méme germe serait équivalent A un refroidissement 
de 10 a 15°. 

(10) C. Levapit1, Progrés Médical, 1943, n°8 16 et 17. 
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mobilité des micro-organismes doués de fluorescence secondaire 
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en présence de—. . 

Toxine cholérique. ‘Recherches dmmunodhimiques sur le cibrion 
cholérique. Mise en évidence de deux constituants ea de 
nature différente dans la — — 

— Recherches immlanochimnyueses sur Te vibrion cholérique. Essais 
de purfication de Ja substance hypothermisante de la — —. 

— Sur la toxine du vibrion cholérique . 

Trypanosomide. Voir Acide p-aminobenzoique. 

Tuberculose. Voir aussi Bacille tuberculeuz. 

— Influence exercée sur la — du cobaye par le BCG administré par 
scarifications cutanées . ; 

— Inhibition par le succinate déthyle ae Paction ee ce de 
Vhuile d’olive sur la — du cobaye. ; 

— Modalités du phénoméne' de Koch au cours de Ta période aller- 
gique de la — du cobaye . ‘ Ah es 

Ultraviolets. Inactivation des pacle coors hrs lés woes —. 

Vaccinations antirabiques & l'Institut Pasteur, en 1943 . 

Vaccinations antirabiques & l'Institut Pasteur, en 1944. 

Venin. Propriétés antivenimeuses du sérum de Vipera aspis. 

Ver a soie. Protéine de la grasserie du — —. 

Vibrion cholérique. Voir Toxine cholérique. 

Vipera aspis. Propriétés antivenimeuses du sérum de — —. 


TABLE ALPHABETIQUE PAR NOMS D’AUTEURS 


DU TOME 74 


Béguienon (R.) et Viatar (Ch.). — Les vaccinations antirabiques A 
l'Institut Pasteur, en 1943 ike ck tps 
= at ea? Sean 3 
BERNARD (Noél) et GALLuT iddany. — Rechérdlivs sur la pets du 
vibrion cholérique 
BERTHELOT (A.). — Voir Nkcre (L. ). 
—, Nene (L.) et Brerey (J.). — Inhibition par le succinate d’éthyle 
de l’action aggravante de l’huile d’olive sur la tuberculose 
du cobaye. . . 
BERTRAND (Gabriel) et Sucsehsrai (Lazare). — Sy: a Seen oe an 
Bore dans les diverses parties de la graine. sSete 
— Le Bore dans le grain de blé, la farine et le pain. 
Borvin (A.) et Detaunay (A.). — Les agressines bactériennes et leur 
action favorisante spécifique sur l’infection. . . 
Bonet-Maury (P.) et Waten (R.-J.). — Photométre différentiel 
pour l’enregistrement automatique des courbes de multi- 
plication bactérienne ; 
Boguer (Paul). — Sur les propriétés antivenimeuses an “séromh de 
Vipera aspis . . 
Boyer (M™ F.). — Voir Dosry (Mme A. ). 
— Voir Nrrri (P.). 
Bretey (J.). — Voir Berruenor (A.). 
~— Voir N&ere (L.). 
— et Browaeys (J.). — Mode de division du bacille paratuber- 
culeux de la fléole . Pee SG oh eg ge 
— Browaeys (J.) et DERvICHIAN One — Sur certains carac- 
téres de la croissance en voile des bacilles acido-résistants. 
Brianp (M!e O.). — Voir Sarctron (P.). 
Brocarp (H.). — Voir Gastinet (P.). 
Browaeys (J.). — Voir Bretey (J.). 


Ceccatp (J.), Pevoissrer (A.), TRinqurer (E.), VaRcurs (R.). — La 
humaine en Afrique Equatoriale Francaise. Oy aa oa 

CHANG cHI TAN. — Voir DrsNuELLEs (Pierre). 

Cnourrau (J.). — Recherches sur le mécanisme de la réaction de 
Bordet-Wassermann, étude cinétique de la fixation du 
complément. ; Reo na Pee raj: 

Cosar (C.). — Voir Nrrrr (P. ‘ 

CRUVEILHIER. (L.), Facuer (M.) et Granpsean (N.). — Recherche du 


bacille de Koch dans les expectorations, les liquides pleu- 
raux et les liquides du tubage par la méthode de moussage- 
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Devaunay (A.). — Voir Borvin (A.). 

— et Paces (J.). — L’inhibition de la diapédése par les endo- 
toxines bactériennes et son mécanisme. 

—, VenpreLy (R.), Lenouur (Y.) et Paces (J.). — Reeneraues sur ‘ 
chimiotactisme leucocytaire. Le pouvoir chimiotactique de 
certains constiluants du. bacille tuberculeux. 

Dervicuian (D.). — Voir Brerey (J.). 

DESNUELLES (Pierre) et Cuana Cut Tan. — Sur la protéine de la 
grasserie du ver a soie. — III. Etude de certains de ces 
groupements libres . : 

Dosry (M™ A.) et Rover (M™ F.). — Sue % ileososaitare: de. fer 
ou sel de Roussin. Action antiseptique. 

Facuet (M.). — A propos du ees différentiel Aes MM. Seanee 
Maury et Walen . ; Sea ail Seams taal tre 

— Voir CRUVEILHIER (L.). 

Feraxe (N.). — Voir Niere (L.). 

GauiuT (Jean). — Voir Bernarp (Noél). 

— Voir Grapar (Pierre). 

— et Graspar (P.). — Recherches immunochimigques sur le 
vibrion cholérique. — III. Mise en évidence de deux 
constituants toxiques de nature différente dans la toxine 
cholérique . 

GASTINEL (P.) et BRocARD (H.). — Les modalités au phénoméne de 
Koch au cours de la période allergique de la _ tuber- 
culose du cobaye. : 

GrorcEsco (Victor). — Voir Sessler Nicolas): 

Grapar (P.). — Voir Gauuut (J.). 

Grasar (Pierre) et GaLLutr (Jean). — Recherches immunochimiques 
sur Je vibrion cholérique. — IV. Essais de purification de 
la substance hypothermisante de la toxine cholérique. 

— Et Ovupin (Jacques). s de la 
réaction de précipitation spécifique (anticorps de cheval, 
polyoside du pneumocoque, type VIII). 

— et Straus (Anne-Marie). — Recherches fnanuncemmigues sur 
la bactéridie charbonneuse. — IV. Etude quantitative des 
précipitations observées avec certains extraits du 
B. anthracis et un sérum anticharbonneux de cheval. 

GRANDJEAN (N.). — Voir CRUVEILHIER (L.). 

GuitLot (Marcel). — Etude optique de la forme géométrique de 
quelques bactéries .. Sane pe Mca eu eared 

Joyeux (Yvonne). — Voir Martin ene). 

Lararset (Raymond) et Wau (Robert). — Précisions. sur 1]’inac- 
tivation des bactériophages par les rayons_ ultraviolets. 

Lenoutt (Y.). — Voir Drnaunay (A.). 

Lépine (P.) et Saurrer (M!¢ V.). — Etudes sur la pneumopathie des 
cobayes. — I. La maladie des cobayes. : 

Levapiti (Jean C.) et PRupHomME (R.-O.). — Nature du eciohierneen 
lumineux qui supprime la mobilité des microorganismes 
doués de fluorescence ‘secondaire en présence de thioflavine. 

Luscatov (Sergiu). — Voir Stamatin (Nicolas). 

Lworr (Marguerite et Amdré). — Um mouveaw réactif biologique 
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de l’acide p- “as ae a ne le Trypanosomide eS 
nas oncopelti . 


MacHEBOEUF (M.) et Visconrinr (M.). ~- “Atfinités des protéides sat 
le cuivre, ; 
Martin (René), SurEAu (Ber mand) a Ronis FWaane): — ke dens sur 


Vorganisme de la p-aminophénylsulfamido-2- reason et 
de la méthyldiazine 

Motianer (P.). — La méningite Sadathitio- be Soyleiza pate -récur- 
rente bénigne. Syndramc nouveau ou maladie nouvelle. 
Documents humoraux et microbiologiques. 

Moret (Madeleine). — Caractéres physiologiques ditférentiels de 
deux variantes S et R de Proteus vulgaris. 

N&ereE (L.). — Voir Berruenor (A.). 

—, Berrseror (A.), Brerey (J.) et Feruxe (N.). — Essais de 
recherches sur les conditions dans lesquelles le palmitate, 
le stéarate et le laurate d’éthyle et leurs alcools peuvent 
exercer une aclion retardante sur le processus tuberculeux. 


— et Bretey (J.). — Influence exercée sur la tuberculose du 
cobaye par le BCG administré par scarifications cutanées. 

Nirrr (P.), Cosar (C.) et Boyer (F.). — Activité antimicrobienne 
des. sulfamidodiazines. 

Oupin (Jacques). — Voir GraBaRr (Pierre). 

Paces (J.). — Voir Drtaunay (A.). 

' Peniissier (A.). — Voir Ceccaxni (J.). 

PrupHOMME (R.-O.). — Voir Lervapirr (Jean-C.). 

Raynaup (A.) et Raynaup (J.). — Lésions pathologiques des glandes 
salivaires du mulot (Apodemus pareneertte L.). — IL. Etude 
histologique : Bua Lyte 

Raynaup (Marcel) et Wiakotinr (Max). — 6 Bolcanel d’oxydo- 


réduction au cours de la régénération des milieux 
employés pour la culture des anaérobies. 

Sarcrron (René). — Recherches sur les nucléoprotéides dee: micro- 
organismes. — II. Sur la nature des protéides palpi adi 
des levures. Rae ey eee cans Se eeee 

—. — Voir VENDRELY (R.). 

—, — Venprey (R.) et Briann (Me O.). — Recherches sur les 
nucléoprotéides des micro-organismes. — I. Contribution a 
étude du probléme analytique. 

SAUTTER (Mle V.). — Voir L&pine (P.). 

SILBERSTEIN (Lazare). — Voir Berrranp (Gabriel). 

Sramatin (Nicolas), GeoscEesco (Victor) et Luscatov (Sergiu). — 
Sensibilité de Pasteurella avicida a l’action bactéricide des 
sulfamides . 

Straus (Anne-Marie). — Van “Gravan (Pierre). 

Sureau (Bernard). — Voir Martin (René). 

Trinourer (E.). — Voir Ceccarpi (J.). 

Varcues (R.). — Voir Ceccatpr (J.). 

Venprecy (R.). — Voir Devaunay (A.). 

—. Voir Sarcrron (R.). 
— et Sarcrron (R.). — Recherches sur les nucléo-protéides des 
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Viarat (Cal) — Voir BEQUIGNON (R.). 
_ VisconTint | (M.). — Voir. MACHEBOEUF (M.). 

_ Voir Raynaup (Marcel). — 
Wie (Robert). -— Voir LATARJET (Raymond). 
 Wates (R. J. ) aa Voir Bonér-Maury oy: Vow 
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TABLE ANALYTIQUE 


Agglutinines. Au sujet de la note de MM. Machebeeuf, Viscontini 
et Raynaud sur la « Stabilité entre — et bactéries ». 


Allergie. Intradermoréactions et — comparées a la tuberculine et 
aux antigénes typho-paratyphoidique et diphtérique au cours 
d’afiections du tissu réticulo-endothélial et lymphoide. ‘ 

— Réaction d’ — tuberculinique et acides gras g-a disubstitués. 

— Intradermoréactions et — comparées 4 la tuberculine et aux 
antigénes typho- 2s he alec es et diphtérique au cours 
d’états infectieux . NY Liloe rae Ws : 


Anaérobies. Recherches sur un nouveau coccus —, Staphylococcus 
activus n. sp. . 

— Diagnostic des espaces Spherophorus necrophorus et Sphero- 
phorus funduliformis : : une ee fee 


Aneurine. Action de |’ — sur le aioeerane des embryons 
d’orchidées. tie le: 


Antigénes. Sur la coexistence possible des — complets et des hap- 
ténes libres chez les colibacilles et chez d’autres bactéries voi- 
sines. hen ; aes ah Mieke Mat Shad Bee oe 

Bactériophage. Augmentation progressive du titre bactériophagique 
en l’absence de multiplication microbienne fel sae dans cer- 
tains échantillons autoclavés d’eau de riviére. 

— Différenciation, par la synergie lytique, de deux — présents 
dans un méme filtrat et donnant sur are des plages d'‘aspect 
voisin. 

—- Comportement du — au cours de son développement dans 
l’eau de Seine autoclavée en l’absence de eee ter, bacté- 
rienne. . 

— Nécessité des électrolytes pour la fixation ‘du — sur les bactéries 
sensibles Des : Sire: : ge 3 
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Botulisme. La spore botulique dans la mouche Piophila casei L. 
— Influence des voies d’introduction de la toxine sur le — expé- 
rimental du lapin. 


B. de Koch. Relation entre I’insolubilité de la substance granu- 
laire du — et les aspects principaux de la réaction de l’organisme 
4 l’infection tuberculeuse. : 

B. tuberculeuz. Sur un antigéne de nature granulaire du —. F 

— Sur le degré de résistance des souches de — a la baste te 
par les ultrasons. 

— Production d’ épanchements ee chez le cobaye par inocu- 
lation médiastinale de — paraffinés vivants ou morts. 

— Action du céténe sur l’activité tuberculinique de Pantieine 


granulaire du —. 
Culture des lissus. Emploi du plasma de cheval pour la —. 
Diauzie. Sur la nature du phénoméne de —. 


E. coli. Le mécanisme de la fluorescence des cultures d’Escherichia 
dans les milieux de culture en eau peptonée au rouge neutre. 


Instruments de laboratoire. Présentation d’une étuve & microscope. 

— « Poumon d’acier » destiné a l’expérimentation sur les ani- 
maux de laboratoire. cee Me een cnt th ent, 

Lutte antiparasitaire. Utilisation des méthodes bactériologiques dans 
la lutte contre les parasites de la farine. 


Milieux de culture. Préparation du silico-gel stérile. } 


Mononucléoce infectieuse. Recherches sur l’antig¢ne provoquant la 
réaction d’agglutination de Paul et Bunnell. 


Pomme de terre. Sur un pied de — dépourvu de tubercules. 


Pouvoir antisulfamide. Etudes sur le —. XI. Nature chimique de 
quelques facteurs antisulfamides des peptones (méthionine, leu- 
cine, substances extractibles du muscle). 


— XII. Relation entre les facteurs favorisant la fiultiplicntion 
microbienne et le — 


Protéines-virus. cen et suggestions sur la structure des —. 


Réaction de Bordet-Wassermann. Recherches sur la cinétique de la 
—; influence de la quantité de sérum sur la vitesse de la réac- 
tion . EEK CN as eS bp og eA 

Salmonelles. Sur l’équipement toxique général des bactéries du 
groupe entérique. 7 


Sulfamides. Enregistrement photométrique du mode d’action des —, 


Techniques de laboratoire. Dispositif simple permettant d’effectuer 
chez les grands animaux le bu Atun i aioe du sang dans 
des buts bactériologiques. 

— Valeur de la technique de peste aés Cores miereniene avec 
essorage préalable. sia ts 

— Technique d’hémoculture sero: anaerOne, 


Tuberculose. Le facteur surrénal dans la —. Diastases tissulaires 
de surrénales et acide ascorbique dans la — expérimentale du 
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Ultravirus. Unité de forme et de dimension des ‘gros —. 


Vaccins. Détermination du pouvoir pyrétogéne de quelques —. esi: 
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BatozeT (P.). — Différenciation, par la synergie lytique, de deux 
phages présents dans un méme filtrat et donnant sur 
eélose des plages d’aspect voisin. 

Bonét-Maury (P.). — Unité de forme et de dumension des gros 
ultravirus. 

Bonét-Maury (P.) et benrory (R.). — Etude ae, enregisiyomentt 
photométrique du mode d’action in vitro des sulfamides. 

Borvin (A.) et Lenoutr (Y.). — Sur l’équipement toxique sete 

des bactéries du groupe entérique. 

— — — Sur la coexistence “possible “des 
antigeénes complets et des hapténes libres chez les coliba- 
cilles et chez d’autres bactéries voisines. 

Boucet (J.) et (Ch.). — Voir Macrou (J.). 

Bourcain (M.). — Voir Prror (R.). 

CAPDEVILLE (J.). — Voir Souter (R.). 

CuouTEeau (J.). — Recherches sur la cinétique de la réaction de 
Bordet-Wassermann ; influence de la quantité de sérum 
sur la vitesse de réaction. 

Deinse (F. van). — Production dSpanchements pleuraiix chez le 
cobaye par inoculation médiastinale de b. tuberculeux 
paraffinés vivants ou morts. 


Dervicuian (D.). — Remarques et HAR FEROS sur ‘la Sieur des 
protéines-virus. : 

DESBORDES (J.). — Voir wine (J. Ne 

Descuiens (R.), Jovan (C.) et Lamy (L.). — Présentation d’une étuve 
a microscope. 

DuFrau-CasaNnaBE (J:). — Voir Pror (R.). 

Gatuix (M.). — Détermination du pouvoir pyrétogéne de quelques 
vaccins. Ktude expérimentale. : 

GRABAR (P.) et Rouyer (M.). — La paces ear dés microbes par 
les ultrasons. 

Gue.in (A.). — Augmentation progressive ‘du titre bactériophagique 


en l’absence de multiplication microbienne appréciable 

dans certains échantillons autoclavés d’eau de riviére. 

Comportement du bactériophage au cours de son dévelop- 

pement dans l’eau de Seine autoclavée en l’absence de 

multiplication bactérienne. b 

Nécessité des électrolytes pour la Axation du bactetophare 

sur les bactéries sensibles. . . . 

Haupuroy (P.) et Sansonnens (R.). — Valeur de la technique de 
pesée des corps microbiens avec essorage préalable, 
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Jautmes (Ch.). — Voir Sonrer (R.). 


JéRamec (C.). — Voir Lecroux (R.). 

Jouan (C.). — Voir Descurens (R.). 

Laporte (R.). — Sur un antigéne de nature granulaire du bacille 
tuberculeux. 


— Relations entre Vinsolubilité de la susbiance granulaive du 
B. de Koch et les aspects principaux de la réaction de 
Vorganisme a l’infection tuberculeuse. 


— Voir Pérez (J.-J.). 
— et LorseLeur (J.). — Sur le degré de résistance des souches 
de b. tuberculeux & Ja désintégration par les ultrasons. 

Lasrarcues (E.). — Emploi du Sans de cheval pour la culture des 
tissus. 

Lecroux (R.) et cares (C.). — Technique a’ hénioculiuré sees 
anaérobie. ; : : 

— — _— -- = iene (J.-C.). — « Pounion 
d’acier » destiné a isd cote eas ds sur les animaux de 
laboratoire. 

Lrecrovux (R.), Levapiri (J. C. ) * fahtie (C. % — PppAucne: des voies 
d’introduction de la toxine sur le botulisme expérimental 
du lapin. 4 : 

Lrecroux (R.) et Seconp (L. i: - La pace ioediiaue dans la mouctie 


Piophila casei L. : 
Lenoutt (Y.). — Voir Borvin (A). 


Levapitr (J.-C.). — Voir Lecroux (R.). 
LoIsELEUR (J.). — Sur le mode d’action des ultrasons sur les 
microbes. 


Macrou (J.) et BoucET a a Ch.) — Sur un sh de pomme de 


terre dépourvu de tubercules. : 

Macrou (J.) et Marrat (F.). — Action de l’aneurine sur le asvalop. 
pement des embryons d’orchidées. 

Maicnon (F.). — Le facteur surrénal dans la Pe aae Diseaces 


tissulaires de surrénales et acide ascorbique dans la tuber- 
culose expérimentale du cobaye. 

Marut (F.). — Voir Macrov (J.). 

Mé&raxtnixov (S.). — Utilisation des méthodes bactériologiques dans 
la lutte contre les parasites de la farine. 5, 

Monop (J.). — Sur la nature du phénoméne de diauxie. 

Mousser (H.). — Voir Taxon (J.). 

oe VOL NITEE CES) 

NaveL. — Voir Sommer (R.). 

Nicot (L.). — Dispositif simple permettant d’effectuer chez les 
grands animaux le prélévement spieeck du sang dans 
des buts bactériologiques. ; 

Nirti (F.), Tapone (J.). et Mousser (H.). — alesse sur se ne 
antisulfamide. XII. Relation entre les facteurs favorisant 
la multiplication microbienne et le pouvoir antisulfamide. 

Nirtr (F.). — Voir Tasone (J.). 

Parar (J.) et Desponpes (J.). — Réaction d’allergie tuberculinique 
et acides gras a-g-disubstitués. Ps Aa pe 

PéRautr (R.). — Voir Bonkt-Maury (P.), 
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PEREZ (J.-J.) et Laporte (R.). — Action du céténe sur l’activité 
_ tuberculinique de l’antigéne granulaire du bacille tuber- 
culeux. : 

Prrort (R.), BourGAIn (M.) at Droge Cashnine (J. . — Le SReCAiieine 
de la fluorescence des cultures d’Escherichia dans les 
milieux de culture en eau peptonée au rouge neutre. : 

Pons (R.). — Au sujet de la note de MM. Machebceuf, Viscontini et 
Raynaud sur la « Stabilité entre agglutinines et bactéries ». 


Preévor (A.-R.). — Diagnostic des espéces Sree necro- 
phorus et Spherophorus funduliformis. ; 
—_ et Tarranet (J.). — Recherches sur un nouveau coccus anaé- 


robie, Staphylococcus activus n. sp. 
Rouyer (M.). — Voir GRaBAR (P.). 


Sansonnens (R.). — Voir Haupuroy (P.). 
Seconp (L.). — Voir Lrecroux (R.). 
Sourer (R.). — Intradermoréactions et allergies comparéés a la 


tuberculine et aux antigénes typho-paratyphoidique et 
diphtérique au cours d’affections du tissu  réticulo-endo- 


thélial sets Lyanaiplhoide nn: a8 Ohio aot bir aaa ean aie en em eh 
— Jautmes (Ch.) et Tisster (M.). — Recherches sur ]’antigéne 
provoquant la réaction d’agglutination de Paul et Bunnell. 463 
— CAappEvILLe (J.). et Navet. — Intradermoréactions et allergies 
comparées 4 la tuberculine et aux antigénes typho-para- 
typhoidique et diphtérique au cours d’états infectieux. 373 
Tapone (J.), Nirtr (F.) et Mousser (H.). — Etudes sur le pouvoir 
antisulfamide. XI. Nature chimique de quelques facteurs 
antisulfamides des peptones (méthionine, leucine, subs- 
tances extractibles du muscle). SP LOU 
Tapone (J.). — Voir Nrrtr (F.). 
TAFFANEL (J.). — Voir Prévor (A.-R.). 
Tcuan (Y.-T.). — Préparation du silico-gel stérile. 313 
Tissrer (M.). — Voir Sourer (R.). 
J 
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EXTRAIT DES STATUTS 5 


. Article premier. — L’association dite Association des -Microbiologistes 
f Langue Frangaise, fondée en 1937 A Paris, a pour but de grouper les 


Microbiologistes de langue francaise et de créer entre eux un lien. Elle 


_& son siége a Paris. 

a Elle se compose de membres nationaux et de Tombee Strangers | de: 
toutes langues. 

% La langue francaise est la langue officielle des Congrés ae "Association, 


en commun de toutes les branches de la Science microebiologique. 
; Art. 3. — Peut faire partie de l’Association toute personne remplissani 
‘une fonction scientifique dans un laboratoire de Microbiologie (Microbio- 
: - logie, Pathologie infectieuse, Immunologie, Chimiothérapie, Cancérologie), 
rf ou ayant publié des travaux de Microbiologie. 


Me 


: cation, ou si un membre de 1’Association ayant assist6é aux recherches 
; rapportées se charge de discuter le travail-en séance. 


Les membres frangais de |’ Association constituent ipso facto et de 
plein droit, la SECTION FRANCAISE de l’ASSOCIATION INTER- ~ 


pea DE MICROBIOLOGIE. 


En dehors des Congrés, dont la Seriodielié et la date sont ‘finden 
r par l’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, |’ Associa- 
tion se réunit en séances consacrées a des communications scien- 
- tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aodt et septembre exceptés), 

416 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre de I’Institut 

_ Pasteur ; ; elles sont publiques. 

‘Les membres désirant présenter des communications sont priés 
-d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, 
pour permettre |’établissement de ordre du jour de la réunion. 
Le texte. des communications doit étre remis 4 la séance, établi 


_ des auteurs’ cités sera établie. conformément aux régles admises par 
= Association Internationale de Microbiologie, dans V’ordre suivant : 


J : ha 
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Art. 2, — Elle est instituée uniquement pour l’étude et la discussion — 


© “Art. 9. Les auteurs des communications et démonstrations devront © 
' étre membres de |’Association. Les étrangers a 1’Association ne seront 


‘acceptés comme: auteurs que s’ils ont pour co-signataires un membre de |. 
-|Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau 4 faire une communi-_ 


“ne varietur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 


nom. ie: Vauteur, titre"du: périodique ‘(en abrege: et 
_ année de publication, tome (en chiffres arabes gras), page. Lés~ 
-\ gignes t., p., etc., sont supprimés. Les. abréviations des noms dem 
gan ae courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 


remises avec leurs clichés yee anaplunice: sinon il pourra en estitee 
des délais de publication. La\Rédaction se charge, le cas échéant, 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher,™ 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés a. 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution dans 
le. numéro suivant des Annales de l'Institut Pasteur: ¥ " 
En raison des restrictions apportées aux publications par les 4 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra — 
occuper plus de deux pages de emplacement réservé dans les 
i Annales de I’ Institut Pasteur, soit, environ 1.200 mots. Les références — 
bibliographiques et les clichés, s’il y en a, seront compris dans cet — 
espace. Toute communication dépassant ce maximum sera retournée | 
& son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par - la 
Rédaction des Annales de l'Institut Pasteur, pour y paraitre en 
Mémoire. | 
Le Secrétaire général-: P. Lépine. eh 


Cah eh | 


Séanoes des 8 juin, 6 juillet, 5 Wetobre et = novembre 1944. 
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